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RESUMO

O cravo da india (Syzygium aromaticum) é uma arvore aromatica da familia
Myrtaceae de grande interesse industrial devido a sua composi¢cao de eugenol
(fenilpropandide), o qual €& empregado na &rea farmacéutica, cosmética,
alimenticia e agricultura. O método mais utilizado pelas indUstrias para obter o 6leo
a partir dos botées de florais secos e das folhas do cravo da india é pela destilacdo
por arraste a vapor. No entanto, este método de extracdo possui algumas
desvantagens, tais como, longo tempo de extracdo e altas temperaturas no
processo, podendo degradar alguns dos compostos ativos. Desta forma, é
importante buscar alternativas para obtencao do extrato de cravo da india com
elevados rendimentos, tempos de extracdo reduzidos e um extrato de alta
qualidade, ricos em concentragcao de compostos bioativos. Dentro deste contexto,
0 presente estudo teve como objetivo avaliar os extratos das folhas de cravo da
india em termos de rendimento, composi¢cao quimica, teor de fendlicos e atividade
antioxidante, obtidos por diversos métodos de extracdo: Soxhlet, assistida por
ultrassom, maceracéo, liquido pressurizado e supercritica com didxido de carbono.
As extragbes com Soxhlet, com duragéo de 8 h, foram realizadas com os solventes
n-hexano, acetato de etila e etanol. Os extratos obtidos com etanol apresentam os
melhores resultados em relagédo ao rendimento de extracdo (26,25%). As folhas
de cravo foram submetidas a extracao assistida por ultrassom (UAE) com solvente

etanol, seguindo um planejamento composto central para avaliar os efeitos do
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tempo (5 min — 25 min), amplitude (25% - 85%), razdo solvente/amostra (15 mL
g?t-35mL g?) e temperatura (30 °C — 70 °C) no rendimento de extrato, rendimento
de eugenol e a capacidade antioxidante dos mesmos. Os resultados foram
comparados ao obtido do método convencional de maceracdo (ME). A condi¢édo
Otima para o rendimento de extrato foi alcancada com tempo de extracdo de 25
min, amplitude de 85%, raz&o solvente/amostra 35 mL g e temperatura de 70 °C
e o resultado (14,63%) foi 3 vezes maior que o da extra¢do convencional. A analise
dos extratos obtidos de ambos os métodos revelou a presenca de eugenol na
composicdo, com o maior rendimento de 2,71 g eugenol por kg folhas pelo método
UAE (20 min, 70%, 20 mL g%, 40 °C), enquanto o método ME foi de 1,30 g eugenol
por kg folhas. Nas extrag6es com liquido pressurizado (40, 50 e 60 °C; 100 bar e
20 min) utilizou-se o solvente etanol. Neste processo de extracéo, a 60 °C foi obtido
o maior rendimento de extrato (6,54%) e, um rendimento de eugenol de 2,66 g
eugenol por kg folhas. As extragbes com CO2 supercritico (SFE) foram realizadas
nas temperaturas de 40, 50 e 60 °C e pressdes de 200, 250 e 300 bar, com vazao
volumétrica de 3 mL min? e tempo total de extracdo de 80 minutos. O maior
rendimento obtido foi de 1,94% em 60 °C e 220 bar. Nesta condi¢cédo o rendimento
de eugenol foi de 8,06 £ 0,025 g eugenol por kg folhas, o teor de compostos
fendlicos foi de 316,74 + 0,29 ug GAE mg™ e a capacidade antioxidante foi de 3,02
+ 0,05 pmol Trolox mg? e 17,79 + 0,24 pmol Fe?* mg?, resultados que foram
considerados 6timos dentre os métodos ndo convencionais avaliados. Os extratos
obtidos pela SFE, apresentaram menores rendimentos de extrato, no entanto,
maior concentracdo do composto de interesse, eugenol, além de elevada
capacidade antioxidante e teor de compostos fendlicos. Ja os demais métodos
(UAE e PLE) avaliados, embora apresentarem menor concentracdo de eugenol,
tiveram maiores rendimento de extratos, bem como, capacidade antioxidante e

teor de compostos fendlicos satisfatorios.

PALAVRAS-CHAVE: Oleo de cravo, extracéo supercritica, extracdo com liquido

pressurizado, extracao assistida por ultrassom.
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ABSTRACT

Clove (Syzygium aromaticum) is an aromatic tree of the family Myrtaceae of great
industrial interest due to its eugenol (phenylpropanoid) composition, employed in
the pharmaceutical, cosmetics, food, and agriculture areas. The method most used
by industries to obtain oil from dried flower buds and clove leaves is steam
distillation. However, this extraction method has some disadvantages, such as long
extraction time and high temperatures in the process, which may cause degrade
some of the active compounds. Thus, searching for alternatives to extract cloves
with high yields, shortened extraction times, and a good quality extract is important.
In this context, the present study aimed to evaluate extracts from clove leaves
regarding yield, chemical composition, phenolic compounds, and antioxidant
activity, obtained by several extraction methods: Soxhlet, ultrasound-assisted,
supercritical carbon dioxide under high pressures, and pressurized-liquid
extraction. Soxhlet extractions (8 hours) were performed with the solvents n-
hexane, ethyl acetate, and ethanol. The extracts obtained with ethanol presented
the best results concerning extraction yield (26.25%). Clove leaves were then
subjected to ultrasound-assisted extraction (UAE) with the solvent ethanol,
following a central composite experimental design to evaluate the effects of time (5
min — 25 min), amplitude (25% - 85%), solvent/sample ratio (15 mL g*-35 mL g
1), and temperature (30 °C — 70 °C) in the extract yield, eugenol yield, and their
antioxidant activity. The results were compared to the ones obtained with the

conventional method of maceration (ME). The optimum condition for extract yield
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was reached with an extraction time of 25 min, an amplitude of 85%, a
solvent/sample ratio of 35 mL g-1, and a temperature of 70 °C, and the result
(14.63%) was three times higher than conventional extraction. The analysis of the
extracts obtained for both methods revealed the presence of eugenol in the
composition, with the highest yield of 2.71 g eugenol per kg leaves using the UAE
method (20 min, 70%, 20 mL g%, 40 °C), while the ME method provided 1.30 g
eugenol per kg leaves. In the pressurized-liquid extractions (40, 50, and 60 °C; 100
bar and 20 min), ethanol was the solvent. In this extraction process, at 60 °C the
highest extract yield (6.54 %) was obtained, and an eugenol yield of 2.66 g eugenol
per kg leaves. The supercritical CO:2 extractions (SFE) were performed in
temperatures 40, 50, and 60 °C and pressures 200, 250, and 300 bar, with a
volumetric flow rate of 3 mL min-t, and a total extraction time of 80 min. The highest
yield obtained was 1.94 % at 60 °C and 220 bar. In this condition, the eugenol yield
was 8.06 = 0.025 g eugenol per kg leaves, the content phenolic compounds was
316.74 + 0.29 ug GAE mg and the antioxidant capacity was 3.02 + 0, 05 pmol
Trolox mg* and 17.79 + 0.24 pmol Fe?*mg-?, results that were considered optimal
among the non-conventional methods evaluated. The extracts obtained by SFE
showed the best extract yields, however, higher concentration of the compound of
interest, eugenol, in addition to high antioxidant capacity and content of phenolic
compounds. The other methods (UAE and PLE) evaluated, despite having a lower
concentration of eugenol, showed a higher yield of extracts, as well as satisfactory

antioxidant capacity and content of phenolic compounds.

Keywords: Clove Oil, supercritical extraction, pressurized-liquid extraction,

ultrasound-assisted extraction.



1 INTRODUCAO

Os Oleos essenciais (OE), presentes nos vegetais apresentam
composi¢cdes complexas de substancias volateis lipofilicas, responséaveis pelo
odor e fragrancia caracteristicos das plantas (NERIO; OLIVERO-VERBEL;
STASHENKO, 2010). Os OE exercem vérias funcbes para as plantas, dentre
elas: agem como inibidores de germinagéo, contra 0 aumento de temperatura e
como regulador da perda de agua, além de apresentar diversas atividades
farmacoldgicas, tais como antioxidante, antibacteriana e antifingicas (BAKKALI
et al., 2008; PAVELA, 2015). OEs sao amplamente encontrados no reino vegetal
principalmente nas familias Apiaceae, Asteraceae, Lauraceae, Laminaceae e
Myrtaceae (REGNAULT-ROGER; VINCENT; ARNASON, 2012).

O cravo (Syzygium aromaticum) € uma arvore aromatica da familia
Myrtaceae, de grande interesse industrial devido ao seu composto majoritério,
eugenol (fenilpropandide), presente em sua composicdo quimica, que encontra
grande numero de aplicacdes na area farmacéutica, cosmeética, alimenticias e
agricultura (BAGETTA et al., 2010; CORTES-ROJAS; DE SOUZA; OLIVEIRA,
2014). O oleo essencial do cravo extraido dos botdes e das folhas tem
importantes propriedades medicinais como alto poder antibacteriano (CUI et al.,
2008), atividade antifungica (RANA; KASHMIRI; AHMAD, 2010), antioxidante
(SHAN et al., 2005), e antiviral (CHAIEB et al., 2007). Além de ser um analgésico
natural muito utilizado na odontologia (SINGH; CHANDEL; MONOHAR, 2018)

Dentre as técnicas usuais de extracdo de compostos bioativos de plantas
aromaticas, estdo a extracdo por hidrodestilacdo, Soxhlet e maceracdo. Os
métodos alternativos de obtencdo destes compostos incluem a extracdo
assistida por micro-ondas, extracdo com fluidos supercriticos, com liquido
pressurizado (PLE) e assistida por ultrassom (ERKAN; AYRANCI; AYRANCI,
2008; TEKIN; AKALIN; SEKER, 2015). A técnica de hidrodestilacdo é um dos
métodos mais comuns para a extracdo de OEs e consiste, basicamente, na
evaporacao do liquido volétil pela imersdo da matéria-prima em agua fervente
seguida de sua condensacdo (RASSEM; NOUR, 2016). Varios autores
empregaram esta técnica na obtencdo do OE das folhas de cravo, avaliando
tanto rendimento quanto a composicdo quimica (RAINA et al., 2001,
SRIVASTAVA; SRIVASTAVA; SYAMSUNDAR, 2005; BHUIYAN et al., 2010;
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BHUIYAN, 2012; REYES-JURADO et al., 2015; GAYLOR et al., 2016; PUJIARTI
et al., 2020). Em estudo anterior (FROHLICH et al.,, 2019), a extracéo
convencional Soxhlet com o solvente hexano foi empregada a fim de
comparacdo de rendimento, composi¢cdo e atividade antioxidante com o0s
extratos obtidos das folhas de cravo pela extracdo nao convencional com CO:
supercritico. No entanto, os métodos convencionais de hidrodestilacdo e
extracdo Soxhlet apresentam algumas desvantagens, tais como, elevado tempo
de extracao, grandes quantidades de solventes, consumo elevado de energia.
Além disso, muitos compostos sao termicamente instaveis e podem ser
degradados durante o processo de extracdo (KIMBARIS et al., 2006; XIE et al.,
2015; WEI; XIAO; YANG, 2016).

A maceracao € um processo tradicional de extracdo de materiais vegetais,
o qual o material vegetal fica em contato com o liquido extrator em um recipiente
fechado, em temperatura determinada, durante um periodo de tempo, sob
agitacdo dinamica ou estatica, sem renovacao do liquido extrator. Ao final do
processo o liquido extrator € separado e o extrato coletado. Além disso, essa
técnica é conveniente para extracao de termolabeis (CACIQUE et al., 2020). A
eficiéncia da extracdo de compostos bioativos de plantas quando utilizada a
técnica com solvente organico pode ser potencializada com aplicacdo de
ultrassom (UAE). O ultrassom ajuda a acelerar o processo de extracao e reduzir
0 consumo de energia. Além disso, ao contrario de métodos convencionais, esse
meétodo de extracdo permite a aplicacdo de baixas temperaturas, possibilitando
a preservacdo de compostos sensiveis ao calor (ZILL-E-HUMA; KHAN, 2011;
ALEXANDRU et al.,, 2013; CHEMAT; TEKIN; AKALIN; SEKER, 2015;
VINATORU; MASON; CALINESCU, 2017).

A extracao por PLE € uma técnica bastante empregada em extracdes de
compostos bioativos presentes em materiais vegetais (HHRONDART et al.,
2020). E um método de extracdo que combina temperatura e pressdo com
solventes liquidos para alcancar rapida e eficiente extracdo de compostos de
interesse. Além disso, considera-se um método promissor, uma vez que
apresenta maior seletividade, permite baixos volumes de solventes e rapidez no
processo de extracdo (DEBIEN et al. 2015). Diante disso, a extragao PLE vem
sendo cada vez mais aplicada para extracdo de materiais industriais com

diversas aplicacbes, como: compostos fenodlicos de recursos florais

11



(KRAUJALIENE et al. 2017), ch4 verde (BERMEJO et al. 2015) e outros produtos
naturais (DIAS et al. 2021).

O etanol é um solvente promissor para ser empregado em extracdes de
plantas medicinais para obtencdo de compostos bioativos tanto pelos métodos
convencionais como 0s alternativos mencionados acima. A utilizagdo do etanol
como solvente apresenta inUmeras vantagens, tais como: seguranca
operacional, potencial de reduzir os impactos ambientais, como a emissao de
gases de efeito estufa, alta pureza e biodegradabilidade. O etanol é um produto
renovavel obtido a partir de processos biotecnolégicos e classificado como
solvente verde (NAVARRO et al., 2016; NAVARRO et al., 2016; CAPELLINI et
al., 2017; SAMPAIO NETO; BATISTA; MEIRELLES, 2018; STEVANATO; DA
SILVA, 2019).

A extracdo supercritica, em altas pressdes usando COz2, € outro método
nao convencional promissor na extracdo de compostos bioativos de plantas,
sendo considerado um processo verde. O COz é reconhecido como seguro para
a saude humana e para o0 meio ambiente, ndo toxico, ndo inflamavel e estando
no estado gasoso a temperatura e pressdo ambiente, € removido do extrato apds
a descompressao do sistema. Assim, permite obter produtos com alta qualidade,
sem que 0S mesmos percam ou sofram alteracbes em suas propriedades
(KHAW et al., 2017). O fracionamento com fluidos supercriticos (SFE) pode ser
obtido por meio da manipulagédo das condi¢cdes operacionais (temperatura e
presséo), obtendo produtos com alto grau de pureza.

Oliveira et al. (2016) e Frohlich et al. (2019) usaram essa tecnologia de
extracdo para avaliar a composicéo quimica e capacidade antioxidante do botéao
comercial e das folhas de cravo da india, respectivamente. Nestes estudos, a
faixa de presséo utilizada foi 150-220 bar, e os rendimentos encontrados foram
de 0,74% a 1,08%, onde a variavel pressao se mostrou como um fator positivo
no processo. No entanto, ndo foram encontrados trabalhos na literatura, por SFE,
gue avaliassem pressodes superiores aos usados por Frohlich et al. (2019) de
220 bar. E ainda, ha falta de estudos com emprego de métodos nao
convencionais como, por PLE e UAE para extragoes deste material vegetal.

Dentro desse contexto, o presente estudo visa avaliar diferentes métodos
de extracdo dos compostos bioativos das folhas de cravo da india, entre eles:

extracdo assistida por ultrassom, extracao com fluido supercritico e por liquido
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pressurizado para o rendimento de extrato. Além de investigar o conteudo de

eugenol e capacidade antioxidante dos extratos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O presente projeto de pesquisa visa investigar diferentes métodos de
extracdo ndo convencionais do extrato das folhas de cravo da india (Syzygium
aromaticum): Solvente assistido por ultrassom, CO:2 supercritico em altas
pressbes e liquido pressurizado com intuito de se obter um extrato rico em

eugenol. Bem como, determinar a capacidade antioxidante dos extratos obtidos.

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar o rendimento de extragdo, com solventes de diferentes polaridades
(etanol, acetato de etila e n-hexano) na extracdo das folhas de cravo
(Sygyzium aromaticum) pelo método Soxhlet;

e Avaliar os efeitos das variaveis: tempo, amplitude, razdo solvente/massa
de folha e temperatura na extragao assistida por ultrassom;

e Otimizar as condi¢des de extracdo das folhas assistida por ultrassom;

e Avaliar os efeitos da temperatura e pressdo no rendimento de extrato
obtido com CO:2 supercritico na extracéo de folhas de cravo da india;

e Avaliar o efeito da temperatura na extracao do extrato das folhas de cravo
com solvente etanol pressurizado;

e Quantificar o composto eugenol presente nos extratos das folhas de cravo
obtidos nas diferentes condi¢cbes experimentais por cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas;

e Avaliar a capacidade antioxidante dos extratos pelos métodos DPPH e
FRAP, e quantificar o contetudo de fendis totais, por Folin-Ciocalteu, nos
extratos obtidos pelos diferentes métodos;

e Comparar o desempenho das diferentes técnicas utilizadas em relagéo a
composicdo de eugenol, rendimento, teor de compostos fendlicos e

atividade antioxidante.

14



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A seguir, apresenta-se informacdes a respeito do material vegetal
utilizado no presente trabalho para obtencdo dos extratos (Cravo da india -
Sygyzium aromaticum). Além disso, faz-se uma revisdo sobre os métodos de
extracdo empregados na obtencdo de compostos bioativos e uma breve reviséo

sobre quantificacdo da atividade antioxidante.

3.1 Cravo da india (Syzygium aromaticum)

O Cravo (Syzygium aromaticum) é uma arvore pertencente a familia
Myrtaceae, considerada uma das especiarias mais antigas do Oriente. Esta
espécie é nativa da Indonésia, podendo ser encontrada em diversos paises, tais
como, Brasil, Madagascar, México, Malasia, india e Haiti (ALMA et al., 2007).

No Brasil, essa planta é cultivada na regido do nordeste do pais,
notadamente no estado da Bahia, onde s&o cultivados cerca de 8000 hectares,
com producéo de cerca de 2500 toneladas anualmente (CORTES-ROJAS; DE
SOUZA; OLIVEIRA, 2014; REIS et al.,, 2006). Além disso, o Brasil vém
apresentando crescente avanco na producdo de Oleos essenciais, sendo
destaque para destinacao principalmente em industrias farmacéutica, alimenticia
e de cosmético (BAGETTA et al., 2010).

O craveiro (Figura 3.1), apresenta copa alongada, podendo alcancar de
10 a 12 metros de altura, com folhas aromatizadas, ovais, lisas de
aproximadamente 10 a 15 cm, e flores de cor avermelhadas com diversos
cachos terminais agrupados no extremo dos galhos. O fruto possui formato
alongado, com cheiro caracteristico e forte. Seu amadurecimento é entre 8 e 10
anos apoés seu plantio. Além do mais, o ciclo vegetativo do cravo tende a chegar
a mais de cem anos (ALMA et al.,, 2007; CHAIEB et al., 2007; ORWA et al.,
20009).
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Fonte: Autora (2022)

Dentre os compostos quimicos presentes na composi¢cao nas folhas e
botdes de cravo da india, estdo B- cariofileno (14% a 21%), 10 a 21% dos
taninos, bem como fendis e sesquiterpenos. O composto majoritario e mais
importante componente dos extratos de cravo da india, € eugenol (40-98%), o
qgual é responsavel pelo cheiro caracteristico e marcante da planta (BHUIYAN,
2012; POLITEO; JUKIC; MILOS, 2010).

O uso tradicional do cravo da india, € apoiado, devido ao 6leo deste,
apresentar inUmeras propriedades farmacoldgicas, destacando propriedades
antioxidantes, analgésico dentais (PINTO et al., 2009), antibacteriano
(HADIZADEH; PEIVASTEGAN; HAMZEHZARGHANI, 2009), anti-inflamatorio
(SESSOU et al, 2012) e atividade antifungica (KAMATOU; VERMAAK;
VILJOEN, 2012). No Brasil os principais produtos provenientes do cravo da india
séo o Oleo essencial puro ou produtos derivados, cuja principal aplicagdo € como
anestésico local utilizado na odontologia, e também o botéo floral seco o qual é
comercializado como tempero (AFFONSO et al., 2012).

3.2 Eugenol

O eugenol (C10H1202) (Figura 3.2), massa molar 164,2 g. molt encontra-
se distribuido no reino vegetal como constituinte de alguns éleos essenciais de

plantas, sendo o composto majoritario do cravo da india. Esse composto, em
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geral € liquido e apresenta uma coloragéo de incolor a amarelado, tem caracter
volatil e baixa solubilidade em agua. Além disso, dispdem de cheiro marcante do
cravo e sabor ardente (BARROS GOMES et al., 2018; CAIl; WU, 1996; RAINA et
al., 2001).

OH

CHs

Figura 3.2. Estrutura molecular do eugenol.
Autor: Santos et al. (2009).

Diversas propriedades benéficas do eugenol ja sdo conhecidas, como
funcdes antioxidante, carminativa, antiespasmaddica, antisséptica e anestésica.
Diante disso, confere a este, um alto valor para industrias de odontologia,
alimentos, agropecuaria, farmacéutica e cosméticos (MYINT et al., 1996;
PEREIRA et al., 2008).

Em industrias de alimentos, segundo Food and Drug Administration
(FDA), é seguro quando utilizado em concentragées até 1500 ug mL™2. O eugenol
€ mais utilizado como flavorizante, no entanto, possui aplicacbes como
repelentes e em preparacdes farmacéuticas (RAINA et al., 2001). O eugenol
ainda, devido sua alta capacidade de atrair insetos também pode atuar como
uma forma barata e segura no controle de pragas agricolas, no lugar de
defensivos quimicos (SOFIA; SUZUKI, 2004).

O poder antioxidante presente em suas especiarias e em seus extratos e
decorrente aos compostos fendlicos, o qual impede e/ou inibe a formacéao de
radicais livres, removendo-os antes de causar algum dano as moléculas
(PAVITHRA, 2014). Além de ter consideravel poder antibacteriano, inibindo
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dessa forma a multiplicagdo de Staphylococcus sp, Bacillus sp, Enterobacter sp
por mais de 30 dias (NAIR et al., 2005).

Dentre tantas aplicacdes, tem sido utilizado como ponto de partida para
sintese de outros compostos fendlicos, como por exemplo, a vanilina, a qual €
uma importante matéria prima na aromatizagdo de chocolates, sorvetes e doces
(DAUGSCH; PASTORE, 2005; PRIEFERT; RABENHORST; STEINBUCHEL,
2001).

3.3 Métodos de extracdes

A extragcdo pode ser definida como a retirada, de maneira seletiva e
completa, das substancias de interesse presentes nas plantas (VOROBIEV;
LEBOVKA, 2016). A extracao € o primeiro passo para se obter produtos naturais
das matérias-primas vegetais. No entanto, ha diversos fatores existentes que
séo capazes de influenciar no produto obtido de uma extragdo, como por
exemplo: a natureza quimica das plantas, o solvente, método de extracéo
utilizado, o tamanho de particulas de amostragem, fatores como agitacdo e
temperatura durante o processo e o tempo de extracdo. Além de possiveis
substancias interferentes, que podem estar presentes na propria composi¢ao
das plantas (STALIKAS, 2007).

Existem diversos métodos de extracdo em que 0s vegetais podem ser
submetidos. O método a ser escolhido depende da parte da planta que o extrato
de interesse se encontra, das caracteristicas desejadas dos extratos, bem como
da finalidade de uso o qual se deseja. Uma vez que, dependendo do método
submetido a extracéo os produtos finais podem apresentar composicéo diferente
e por consequéncia altera as caracteristicas fisico-quimicas e as propriedades
bioativas (POURMORTAZAVI; HAJIMIRSADEGHI, 2007; POVH et al., 2001).
Com isso, para minimizar alteracbes quantitativas nos extratos, e buscar a
manutencdo de caracteristicas constantes, estes devem ser submetidos as
mesmas condi¢cOes de extracdo, e o material vegetal deve ser obtido do mesmo
solo, clima e época.

O processo de extragdo consiste na transferéncia de um ou mais
componentes de uma matriz - sdélida ou liquida, para outra fase fluida por meio
de processos quimicos, fisicos ou mecanicos (CHEMAT; ZILL-E-HUMA; KHAN,
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2011) seqguida pela separacéo da fase fluida e recuperacdo dos componentes
(DANIELSKI et al., 2008). Dentre os principais processos convencionais de
extracdo existem, por Sohxlet, maceracao e hidrodestilacdo. Ja os métodos néo
convencionais existentes sdo: extracdo assistida por ultrassom, fluido
supercritico e extracdo por liquido pressurizado (ANDREU; PICO, 2019; AZMIR
et al., 2013; WANG; WELLER, 2006).

Os meétodos de extracdo convencionais, vem sendo amplamente
empregados para extragao de compostos bioativos de diversas plantas e sé&o
considerados modelos de referéncia para comparar com novas técnicas de
extracdo alternativas (LUQUE DE CASTRO; GARCIA-AYUSO, 1998; LUQUE
DE CASTRO; PRIEGO-CAPOTE, 2010; WANG; WELLER, 2006).

A extracdo por solvente € muito utilizada em industrias para isolar
compostos bioativos de materiais vegetais (ANDREO; JORGE, 2006). Para
tanto, a eficacia da extracdo por qualquer método empregado depende do tipo
de solvente utilizado. Sendo, o carater polar do composto de interesse, o fator
mais importante na escolha do solvente. Além disso, a afinidade molecular entre
0 solvente e o soluto, a transferéncia de massa, 0 uso de cossolventes,
toxicidade e competitividade econémica também devem ser levados em
consideracao na escolha do solvente (AZMIR et al., 2013).

O método de extracdo por hidrodestilacdo € um dos mais utilizados para
extracbes de Oleo essencial de plantas arométicas. Esse processo consiste
basicamente na evaporacdo e em seguida a condensacdo de um liquido. A
amostra fica em contato direto com a agua, durante todo o processo de ebulicéo,
em seguida, apés o Oleo ser difundido é vaporizado e carregado pela corrente
de vapor. A vantagem desse processo € o consideravel rendimento final do
produto e também elevado grau de pureza (BASER; BUCHBAUER, 2010).

A técnica com aparato Soxhlet, permite a realizagcdo com uma pequena
guantidade de amostra, onde esta é envolvida por um cartucho poroso e
colocado no interior do extrator. No baldo de fundo redondo, o solvente entra em
ebulicdo e quando condensa entra em contato com a matriz do vegetal. Essa
solugéo (solvente + extrato) entdo transborda, sendo aspirada por um sifao que
devolve a solugéo para o frasco de destilagdo. Assim, o extrato permanece no
baldo de destilacdo enquanto o solvente retorna para o leito de extracdo. Esse

processo € repetido até que a extracao seja interrompida (AZMIR et al., 2013;
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LUQUE DE CASTRO; PRIEGO-CAPOTE, 2010). Em sequéncia, o solvente &
evaporado para se obter o extrato desejado. Tendo em vista que, a escolha
adequada do solvente é de suma importancia para se obter bom rendimento de
extracdo (QUEIROZ; COLLINS, 2001).

A vantagem de utilizar essa técnica de extracdo, € que este, permite um
equilibro da transferéncia, pois o solvente passa em contato com a amostra
varias vezes e nao precisa de uma etapa de filtracdo entre a matéria-prima e o
solvente no fim da extragdo, pois, a amostra permanece no cartucho durante
toda a extracdo. Ainda, o aparato é de baixo custo, sendo possivel a realizacao
de vérias extracdes ao mesmo tempo (BASER; BUCHBAUER, 2010).

A maceracdo € uma técnica de extracdo, que consiste em imergir o
material vegetal no solvente dentro de um recipiente, por um determinado tempo
e temperatura determinada. Outro efeito utilizado nesse processo € a agitagao,
em que pode ser de forma dindmica ou estatica sem renovacdo do solvente
extrator. Ao término da extracao, é feito a evaporacdo do liquido extrator e o
extrato coletado (CACIQUE et al., 2020). O solvente deve ser escolhido com
base na composicao quimica contida na planta, e composto bioativo de interesse
(MINOZZO et al., 2012; NN, 2015). No entanto, esse método pode apresentar
algumas desvantagens, tais como: maior quantidade de amostra, baixo
rendimento, longos periodos de extracdo, grande volume de solvente e requer
etapa de purificacéo apds extracdo para remocdo do solvente (JOVANOVIC et
al., 2017; MAZZUTTI et al., 2017).

Todavia, os métodos convencionais, apresentam algumas desvantagens
como: a necessidade da remocdo do solvente, além de que os residuos de
solvente podem provocar alteragbes quimicas nas moléculas provocando
alteracdes nas caracteristicas dos extratos obtidos. Ainda, permite a presenca
de solventes toxicos nos mesmos. Além disso, os métodos convencionais de
extracdo requerem maior tempo de extracdo, fato este, que consome elevada
energia e pode acarretar na decomposicao térmica de compostos termolabeis, e
baixa seletividade dos compostos de interesse (AZMIR et al., 2013; LUQUE DE
CASTRO; GARCIA-AYUSO, 1998).

Tendo em vista as limitag6es apresentadas pelos métodos convencionais
de extracdo, ha necessidade de desenvolvimento e aplicacbes de novos

processos de extracdo. Dentre esses, a extracdo supercritica, extracao assistida
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por ultrassom e, com liquido pressurizado sdo alternativas promissora para
obtencédo de compostos bioativos (STEFFANI et al., 2006).

3.3.1 Extracéao assistia por ultrassom (UAE)

A técnica de extragdo assistida por ultrassom, é uma tecnologia
promissora que vem sendo cada vez mais empregada em estudos (ALONSO-
CARRILLO etal., 2017; MITTAL et al., 2017; PERRIER et al., 2017). Através do
ultrassom, extracdes podem ser realizadas em menor tempo com maior
rendimento de extracdo. Além disto, o consumo de solvente pode ser reduzido,
sendo que essa técnica possibilita 0 consumo de apenas uma fracdo da energia
gquando comparada com a energia gasta para um método de extracdo
convencional, tal como a extragcdo por Soxhlet ou maceracdo. Além de
permitirem condicbes ideais para extracdo de compostos termoldbeis
(ALBUQUERQUE et al., 2017; CHEMAT,; ZILL-E-HUMA; KHAN, 2011; CHEN et
al., 2014).

As ondas sonoras ultrassénicas precisam de um meio (gas, liquido ou
sélido) com propriedades elasticas afim de se propagarem. A técnica por UAE
se da pela forca motriz dada pela cavitacao, processo este que ocorre quando
uma onda ultrassoénica se propaga em um meio liquido. Durante a propagacao,
uma série de compressdes e expansdes ocorrem nas moléculas do meio e essas
mudancas de pressdo provocam a producdo e colapso de uma série de
microbolhas. O processo em que as bolhas se formam, crescem e sofrem
implosbes, € chamado de cavitacdo. Efeito este, responsavel pelos efeitos
ultrassoénicos (ZHAO; ZHANG, 2013). Durante o colapso das bolhas, pode-se
verificar a nivel microscopico valores de aproximadamente 5000 K de
temperatura e 50 MPa de pressao. Essas alteracbes nas membranas celulares
e perturbacdo das células, resultam numa penetracdo aprimorada do solvente
nas células e incremento da transferéncia de massa dos solutos para o solvente
(ALBUQUERQUE et al., 2017; TIWARI, 2015).

As implosdes geradas, em meio a turbuléncias, geram colisdes entre
particulas e agitacdo nos microporos da matriz, permitindo assim, o
aceleramento da difusdo. Outro efeito importante relevante nessa técnica - com

abertura dos poros-, € a hidratacdo e inchaco da matriz, ocorrendo o
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alargamento dos poros, o que aumenta a difusdo do solvente para a matriz.
Esses impactos, se mostram mais vantajosos, quando empregado matriz seca,
em que, possui poros de menor dimenséo, em comparacdo com matrizes umidas
(TIWARI, 2015).

Os processos de extragdo por ultrassom, podem ser realizados em
diferentes tipos de equipamentos de ultrassom, sendo eles, o ultrassom de
banho e o de sonda ultrassénica (Figura 3.3). O ultrassom de banho consiste em
um tanque de ago inox com um ou mais transdutores ultrassonicos. Esse tipo de
ultrassom, geralmente opera a uma frequéncia de cerca de 40 kHz e pode ser
equipado com controladores de temperatura (CHEMAT et al., 2017). O banho
ultrassénico é o método mais comumente utilizado, devido ao seu baixo custo,
maior disponibilidade de modelos e ao grande nimero de amostras que podem
ser tratadas simultaneamente. No entanto, apresenta algumas limitagdes, tais
como: baixa reprodutibilidade, devido a perca da intensidade com o passar do
tempo, e a baixa poténcia fornecida diretamente a amostra, em relacdo com os
sistemas de sonda (BOEIRA et al., 2018; CHEMAT et al., 2017).

Transdutor A B

Sonda
N Tanque
... Saida de ago
de agua
. Entrada

de agua Transdutores ligados a base

Figura 3.3. (A) Banho ultrassonico com sonda. (B) Ultrassom de banho.
Fonte: Chemat et al. (2017)

O equipamento de ultrassom com sonda, € mais potente devido a uma
intensidade ultrassénica fornecida através de uma superficie menor (apenas a
ponta da sonda), quando comparado com o banho ultrassénico (LUQUE DE
CASTRO; PRIEGO-CAPOTE, 2010). A frequéncia que os sistemas operam €
cerca de 20 kHz a 10 MHz, sendo imperceptivel pelos seres humanos. Além

disso, nesse tipo de ultrassom, podem ser aplicados diferentes tipos de sonda,
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com variagdo no didmetro, tamanho e formas geométricas, em que s&o
selecionadas, dependendo do volume e aplicacdo de amostra a ser utilizada no
processo, fator esse que podem acabar influenciado na eficacia da extracao
(CHEMAT,; ZILL-E-HUMA; KHAN, 2011).

3.3.2 Extrac&o com fluido supercritico

Um fluido supercritico € uma substancia que apresenta as propriedades
de presséo, temperatura e volume acima dos seus valores criticos. Ao atingir o
ponto critico as fases gasosa e liquida se tornam indistinguiveis, sendo entdo
referenciada como “fase supercritica” (Figura 3.4). Abaixo desse ponto critico, a
substancia pode se encontrar no estado solido, liquido ou vapor (BRUNNER,
2005; KREGER; CRAVEN; MCCABE, 1980). Dessa forma, considera-se a
temperatura critica como aquela mais alta em que o gas pode ser convertido em
liguido com 0 aumento da pressao. Ja a pressao critica é a pressao mais alta a
qual o liquido pode ser convertido em gas pelo aumento da temperatura
(HERRERO; CIFUENTES; IBANEZ, 2006; QUEIROZ; COLLINS, 2001). Quando
o fluido se encontra em um estado préximo da regido supercritica, este apresenta
caracteristicas semelhantes as do fluido supercritico. Sendo assim, pode ser

chamado de fluido supercritico.

Pressdo

selido Liquido  Faido
Supereritico

Ponto Critico (PC)

Ponto triplo (PT)

T \ Temperatura

Figura 3.4. Diagrama de fases tipico para um composto puro. (Adaptado de:
(Herrero; Cifuentes; Ibafiez, 2006))
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Essa técnica de extragao utiliza-se de um aparato experimental tradicional
exclusivo para extracdes supercriticas (Figura 3.5). Esse método, consiste pelo
contato existente entre o fluido em estado supercritico e o liquido ou o sélido em
condigbes de temperatura e pressdo determinadas. O solvente é fornecido
através de cilindros, a pressdo de operacdo é obtida por uma bomba e a
temperatura por um trocador de calor. Os compostos presentes na amostra sdo
solubilizados pelo solvente ainda no extrator. Em seguida, a mistura solvente-
soluto € submetida a uma descompressao por uma valvula de pressao. Assim,
em ambos 0s casos a mistura passa a ser um gas-soluto e o soluto é entéo
recolhido no coletor (FROHLICH et al., 2019; PEREIRA; MEIRELES, 2010).

vir

Figura 3.5. Modulode extracdo supercritico: A: Cilindro de gas. B: Bomba

seringa; C: Extrator. D e E: Banhos termostatico. F: Controlador de temperatura

na valvula micrométrica. G: Coletor de extrato. V1, V2, V3 e V4 valvulas agulha.
Fonte: (DA SILVA et al., 2014).

Dessa forma, o fluido passa a ter propriedades fisico-quimicas
intermediarias entre as de um gés e de um liquido, expandindo sua fungdo como
solvente. A densidade relativamente alta, proximo a de liquidos, Ihe proporciona
um grande poder de solvatagdo. Ja a tensdo superficial e viscosidade baixas
junto com sua alta difusividade, caracter dos gases, proporciona um consideravel
poder de penetracdo na matriz do soluto (BRUNNER, 2005; HERRERO;
CIFUENTES; IBANEZ, 2006).

Devido a forte dependéncia da solubilidade em virtude da presséao e
temperatura, esses fatores tornam-se muito explorado nas extracbes

supercriticas. Uma vez que, pequenas alteracdes nessas propriedades podem
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acarretar grandes variacdes nas propriedades fisico-quimicas do solvente, e
com isso sao diretamente relacionadas com a composi¢cao quimica dos extratos.
Assim, a escolha nos valores de pressdo e temperatura, dependem da
solubilidade do soluto em que deseja-se, no solvente supercritico (PEREIRA;
MEIRELES, 2010). A vazao de escoamento do solvente e geometria do leito
também podem influenciar nesse processo de extracdo. Com isso, é possivel
obter condi¢des favoraveis na extracao de solutos com alto grau de recuperacao,
em pequeno periodo tempo (POURMORTAZAVI; HAJIMIRSADEGHI, 2007).

O emprego da extracao supercritica, permite a extracao de compostos de
complexa mistura, sendo este 0 composto de interesse, especialmente
composto com baixa volatilidade ou disposto a degradacéo térmica, ou ainda,
permite a extracdo de componente indesejavel que deseja ser removido do
produto final (AZMIR et al., 2013; POURMORTAZAVI et al., 2018). Além disso,
apresenta muitas vantagens tais como: facil recuperacdo do solvente apés
término do processo, ndo necessita de etapa posterior de purificacdo do extrato.
Como também, permite a seletividade de compostos bioativos, uma vez que,
modificando-se a temperatura e a presséo, conforme a necessidade de extracao,
altera-se as propriedade fisico-quimicas do solvente (PRONYK; MAZZA, 2009).

O solvente mais comumente utilizado para essa técnica é o diéxido de
carbono (COz2). O CO2, é um solvente de baixo custo, disponivel em alta pureza
e permita manipulacdo segura (MICIC et al., 2011). Além de que permite, a
extracdo seletiva de compostos bioativos sollveis de materiais vegetais
(GARCIA-MENDOZA et al., 2017). Possuem caracteristicas positivas como, nao
toxico, ndo inflamavel, inodoro, inerte e nado oferece risco de reacdes
secundarias, como oxidacoes e hidrolises (CHEAH; HENG; CHAN, 2010; CRUZ
etal., 2017; DIAZ-REINOSO et al., 2006). No entanto, devido seu caréater apolar,
esse solvente € ideal apenas para extracdo de compostos apolares ou baixa
polaridade. Quando ha necessidade de extracdo de compostos polares, €
necessario a utilizacdo conjunta de um modificador (GARCIA-MENDOZA et al.,
2017).

A extracdo supercritica com CO:2 por ser uma tecnologia limpa, livre de
contaminagdo por solvente, é muito utilizada em inddstrias alimenticias e
farmacéuticas (POURMORTAZAVI; HAJIMIRSADEGHI, 2007). Os extratos

obtidos por estes métodos, tem sido amplamente estudado, pois, sdo grandes
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fontes de compostos bioativos. Além disso, essa técnica permite, extratos com
maior qualidade, maior concentracdo dos compostos, e/ou maior atividade
biolégica em comparacdo com extratos obtidos pelos métodos convencionais
(FORNARI et al., 2012).

Todavia, a extracdo com fluidos supercriticos apresenta algumas
desvantagens: elevado investimento, devido ao alto custo dos equipamentos e
a periculosidade, visto que 0s equipamentos permitem processos em altas
pressbes (ANDREO; JORGE, 2006; MENDES et al., 2003). Ainda, apresenta
dificuldade em extrair compostos polares sem a adicdo de um cossolvente
adequado (WANG; WELLER, 2006).

3.3.3 Extracdo com liquido pressurizado

O processo de extracdo com liquido pressurizado (PLE, em inglés:
pressurized liquid extraction), também conhecida como extracdo acelerada por
solvente, foi descrito pela primeira vez em 1995 (CARABIAS — MARTINEZ et al.,
2005). E amplamente empregado para extracdo de compostos bioativos
presentes em matriz vegetais (HIRONDART et al., 2020).

A extracdo com liquido pressurizado € uma técnica que consiste no uso
de solventes liquidos a temperatura (40-200 °C) e pressdes (3,5 — 20MPa)
elevadas, a fim de manter o solvente no estado liquido e permitindo o melhor
desenvolvimento da extracdo quando comparado com métodos realizados em
temperatura ambiente e pressao atmosférica (GARCIA-MENDOZA et al., 2017,
VAZQUEZ-ROIG PICO, 2015).

A PLE, vem sendo amplamente utilizada como uma técnica alternativa
para extracao e fracionamento de produtos naturais, uma vez que permite uma
reducdo no tempo e no volume de solvente utilizado no processo, em
comparacao com as demais técnicas de extracdo (CARABIAS-MARTINEZ et al.,
2005; ZAIBUNNISA et al., 2009). Ademais, esse processo de extracdo, permite
gue os parametros sejam ajustaveis para melhor seletividade de compostos de
interesse. Os principais solventes utilizados para essa técnica sao agua e etanol,
assim €& considerada uma tecnologia segura para operagdo (MACHADO;
PARISE; CARVALHO, 2014)
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O desempenho das extracbes por esse método, dependem do tipo de
solvente, tempo de extracdo, numero de ciclos de extracdo, temperatura, a
natureza do material vegetal - caracteristicas especificas dos compostos de
interesse e sua localizagéo dentro da matriz e em menor influéncia, a presséo
(MUSTAFA; TURNER, 2011). Quando empregado em temperaturas elevadas,
essa reduz a viscosidade e tensdo superficial do solvente, permitindo melhor
solubilizacdo dos compostos. Além disso, facilita a quebra das interagdes entre
composto-matriz, aumentando os coeficientes de difusdo e por conseguinte, a
eficiéncia do processo de extracdo (MENDIOLA et al.,, 2007). No entanto, a
conservagcdo dos compostos alvos, podem ser afetados pela combinacdo de
altas pressbes e temperaturas. Assim sendo, € importante selecionar
cuidadosamente a temperatura de extragcdo para ndo haver degradacdao dos
compostos bioativos, ou ainda, extracdo de compostos indesejaveis (WANG;
WELLER, 2006).

A PLE pode ser realizado no modo estatico, no modo dinamico ou pela
combinacdo desses (VAZQUEZ-ROIG & PICO, 2015). Na configuragéo
dindmica, o solvente de extracdo € bombeado continuamente pelo extrator
contendo o material, fornecendo uma vazao de solvente constante enquanto a
valvula de saida da célula de extracdo € mantida aberta. Ja no modo estatico, o
processo de extracdo consiste em um ou varios ciclos de extracdo, onde o
solvente é adicionado novamente a cada ciclo. A valvula de saida da célula de
extracdo € mantida fechada, permanecendo em contato com a matriz durante
um tempo determinado (SAITO et al.,, 2004). Apds, o tempo de extracdo, a
vélvula de saida € aberta, liberando a mistura de solvente e extrato a ser coletado
(OSORIO-TOBON & MEIRELES, 2013).

Dentre as configuracdes, a extracdo dinamica € mais eficiente que a
estatica, uma vez que esse modo, evita a saturacao do solvente. Todavia, requer
maiores volumes de solvente quando comparado com modo estatico. No
entanto, 0 modo estatico permite maior penetracdo do solvente nos poros da
matriz devido ao maior tempo de contato entre as fases (NIETO et al., 2010).

Diante disso, a extracdo com liquido pressurizado € uma alternativa aos
métodos de extracdo convencionais, como Soxhlet e maceracdo, uma vez que
permite o uso de temperatura e pressao elevadas durante a extracao, diminuindo

o tempo e consumo de solventes, além de melhorar o rendimento de extracao.
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Além disso, essa técnica diminui os impactos ambientais em consideragcédo as

técnicas convencionais (SMITH, 2002).

3.4 Atividade antioxidante

A oxidacdo é um processo metabdlico que leva a producdo de energia
necessaria para as atividades essenciais das células. No entanto, o metabolismo
do oxigénio nas células vivas também leva a producao de radicais livres, onde o
excesso pode acarretar efeitos desfavoravel, como por exemplo a peroxidacéo
dos lipideos das membranas. Diante disso, o excesso de radicais livres no
organismo podem ser contido por antioxidantes, absorvidos ou até mesmo
produzidos pelo proprio corpo, que por sua vez protegem o sistema biolégico
contra os efeitos prejudiciais de processos ou até mesmo reacdes que podem
levar a oxidacdo excessiva (KRINSKY, 1998; MCCORD; WILSON, 1994).

Antioxidante pode ser definido como qualquer substancia em que, quando
presente em baixas concentracfes em relacdo ao substrato oxidavel, tem a
capacidade de retardar ou ainda, prevenir consideravelmente a oxidacdo desse
substrato (SIES; STAHL; SUNDQUIST, 1992). Substratos oxidavel, sao
moléculas organicas encontrada in vitro, como as proteinas, carboidratos e DNA
(HALLIWELL et al., 1995). Em indastrias ha uma grande quantidade de
compostos, 0s quais, sdo utilizados como antioxidantes, sendo estes, podendo
ser de origem sintética ou natural.

O hidroxianisil butilato (BHA), hidroxitolueno butilato (BHT), di-1-butil-
hidroguinona (TBHQ), dentre outros, sdo alguns antioxidantes sintéticos que
podem serem utilizados. No entanto, o interesse por antioxidantes naturais,
principalmente na utilizagdo em alimentos teve um aumento significativo devido
a possivel efeito nocivo que os antioxidantes sintéticos podem manifestar. Além
de que, ha maior preferéncia dos consumidores por alimentos com aditivos
naturais (ABDALLA et al., 2007; HRAS et al., 2000; LINDBERG MADSEN:
BERTELSEN, 1995; NAMIKI, 1990; SALEHI et al., 2005; WANASUNDARA,;
SHAHIDI, 1998).

A presenca de compostos fendlicos polares e 6leos essenciais presentes
em plantas medicinais, relaciona-as como importantes antioxidantes naturais
(DEMO et al., 1998; ECONOMOU; OREOPOULOU; THOMOPOULOS, 1991;
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HRAS et al., 2000). Os antioxidantes naturais podem ser retirados de diferentes
partes dos vegetais tais como, sementes, raizes, folhas, flores e frutos. Os
compostos tipicos que possuem atividade antioxidante sao tocoferdis,
flavonoides, acidos organicos, terpenos dentre outros (DEL RE; JORGE, 2012;
ORSINE et al., 2023).

A capacidade antioxidante dos extratos de plantas depende ndo somente
da composicdo do extrato, mas também do mecanismo de acdo do método que
avalia o teor antioxidante. Com isso, Gupta, Shing e Sharma (2003), afirmaram
que, o poder antioxidante € influenciado por diversos fatores, ndo podendo ser
quantificado por apenas um método in vitro. Dessa forma, para se obter
compostos antioxidantes a partir de materiais vegetais, € preciso que tenha-se
um elevado rendimento no processo de extracdo, além disso, serem obtidos por
métodos que previnam a oxidacdo e a degradacdo térmica, uma vez que 0S
compostos bioativos sdo muito sensiveis ao calor (ASPE; FERNANDEZ, 2011).

Os métodos utilizados para avaliar a capacidade antioxidante podem ser
baseados no poder de reducdo do metal (FRAP), captura do radical peroxila
(ORAC, TRAP), captura do radical organico (ABTS, DPPH), captura do radical
hidroxila (método de desoxirribose). Sendo o método por FRAP, DPPH e ABTS
0s mais utilizados na avaliacdo da atividade antioxidante de extratos vegetais,
devido ser de facil aplicacao, baixo custo e rapido obtencédo nos resultados
(LOPEZ-ALARCON; DENICOLA, 2013).

Os métodos que avaliam os compostos fendlicos totais e o poder
antioxidante estdo relacionados com a capacidade de agirem como agentes
redutores de oxidacdo e fornecedores de hidrogénio ou elétrons. Para
determinacao de compostos fenolicos o mais empregado para extratos vegetais
é pelo método Folin-Ciocalteu. Esse método baseia-se na reducdo do reagente
acido fosfomolibdico-fosfotlingstico pelas hidroxilas fendlicas do antioxidante em
meio alcalino, resultando na formacao de um radical superoxido (O2’), este entéo
reage com o molibdato e assim forma o 6xido de molibdénio (MoO4*) o qual
possuem coloracdo azul, com maximo de absorbancia cerca de 760 nm
(ROGINSKY & LISSI, 2005; SINGLETON; ORTHOFER; LAMUELA-
RAVENTOS, 1999; STRATIL; KLEJDUS; KUBAN, 2007).

O método DPPH é de facil aplicabilidade e amplamente empregado para

avaliar a atividade antioxidante de diversos compostos. Esse meétodo
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espectrofotométrico € baseado na capacidade do antioxidante em reduzir o
radical DPPH, sendo este ultimo utilizado como reagente (PRIOR et al., 2003).
Assim, as amostras sédo capazes de reduzir o radical livre DPPH para 1-1-difenil-
2 picrilhidrazil o qual possui coloracdo amarela. Dessa forma, o modelo de
captura do radical livre DPPH é utilizado para avaliar o poder antioxidante, em
um tempo de aproximadamente 30 min, medida através da diminuicdo da
absorbancia, a 515 nm, ou até que esta se estabilize, resultando na mudanca de
cor de purpera para amarela (AYOUB MEHTA, 2018). O ensaio por FRAP, avalia
a capacidade de reducéo férrica, em que se baseia na reducéo do ion Fe3* a
Fe?* presente no complexo 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ), tendo mudanca na
coloracdo da mistura para azul, sendo sua absorbancia verificada a 595 nm
(ALVES et al., 2010).

Dentre as diversas plantas com poder antioxidante, as plantas da familia
Myrtaceae, a qual pertence a Syzygium aromaticum sdo de grande interesse
industrial por apresentarem um poder antioxidante expressivo conforme relatado
em estudos (FROHLICH et al., 2019; RADUNZ et al., 2019; TAKAO; IMATOMI;
GUALTIERI, 2015).

3.5 Consideracdes parciais

Através da revisdo realizada na literatura pode-se verificar algumas
caracteristicas das folhas de cravo da india, bem como seu potencial, visto que
€ rico em eugenol, um fenilpropandide, muito utilizado na odontologia como
analgésico. Também apresenta, propriedades benéficas como antioxidante e
antimicrobiana.

A extracdo de compostos bioativos por tecnologias ndo convencionais, tais
como CO:2 supercritico puro, solvente assistido por ultrassom e liquido
pressurizado tem se mostrado mais vantajoso e atrativa em comparacao aos
métodos convencionais. A técnica de extracdo supercritica, possibilita elevado
rendimento, e ainda é considerada uma técnica limpa, onde o solvente &
removido do extrato pela despressurizacao do sistema. O método por ultrassom
e por liquido pressurizado sédo de grande valia, em decorréncia de menor tempo
de extracdo e diminuicdo no volume de solvente necessario, com obtencdo de

elevados rendimentos. Além disso, a PLE é um processo que permite a
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combinacdo de temperatura e pressao com solventes liquidos permitindo além
de rapida, também eficiente extracdo de compostos de interesse.

Visto a gama de possiveis aplicacdes industriais dos extratos das folhas de
cravo da india, os trabalhos encontrados na literatura abordando métodos néo
convencionais (assistida por ultrassom, liquido pressurizado e, com didxido de
carbono supercritico puro) de extracdo das folhas de cravo, apresentam
informacdes escassas sobre a composicdo de eugenol e atividade antioxidante.

Diante do exposto, observa-se o grande potencial na utilizacao de folhas
de cravo da india para obtencédo de extratos e a investigacdo de sua capacidade
nos efeitos bioldgicos, devido poucos estudos semelhantes. Portanto, o presente
trabalho visa avaliar diferentes métodos de extracdo ndo convencionais sobre o
rendimento e a composi¢cao dos extratos. Além disso, analisar o potencial nas
atividades bioldgicas destes.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Produtos quimicos e reagentes

Etanol absoluto (Panreac) foi usado nas extracdes por Soxhlet, ultrassom,
maceracdo e liquido pressurizado. Nas extracdes supercriticas utilizou-se
solvente dioxido de carbono de alta pureza > 99,9 % (White Martins). As analises
de quantificacdo do eugenol exigiram padrdo de eugenol (Sigma Aldrich),
solvente metanol (J. T Baker) grau HPLC e, agua ultrapura.

O reagente de Folin-Ciocalteu (Dinamica), carbonato de sédio (Anidrol) e
acido galico (Vetec) foram utilizados para andlise de compostos fendlicos. O
DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) e TPTZ (2,4,6-tris (2-piridil) —triazina) da Sigma
Aldrich, cloreto férrico hexahidratado (Biotec), acetato de sdédio trihidratado,
sulfato de ferro Ill heptahidratato e persulfato de potassio (Neon), acido acético,
acido cloridrico, alcool etilico 99,5% (Anidrol) foram utilizados para determinacao

da atividade antioxidante.

4.2 Preparacao das folhas de cravo para extracao

As folhas de cravo (Syzigium aromaticum) foram coletadas numa
propriedade rural da cidade de Santa Helena- Parand, Brasil. Imediatamente
apos a colheita, o material foi submetido a secagem em estufa com circulacao
de ar (model TE- 394/3 — TECNAL, Piracicaba, Sédo Paulo, Brazil) a 40 °C por 48
horas. Em seguida, realizou-se o processo de moagem em liquidificador comum
(MONDIAL, Conceicéo e Jacuipé, Bahia, Brazil) e a classificacdo do material por
peneiramento (16-48 mesh). Para as andlises utilizou-se os materiais retidos nas
peneiras de 20, 28 e 32 mesh, sendo a massa de cada fracdo, respectivamente,
10,45, 34,99 e 20,23% (lote I) e 17,59, 38,36, 14,82% (lote II) que
corresponderam as fragbes com maior quantidade de massa. A umidade das
folhas secas e trituradas foi determinada secando a amostra a 105 °C até massa
constante (AOAC, 2012).
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4.3 Métodos de extracao

Nesta secdo serdo apresentados os métodos de extracdes das folhas de
cravo da india por ultrassom (UAE), liquido pressurizado e com dioxido de
carbono supercritico (SFE), bem como as extracdes convencionais pelas
técnicas Soxhet e maceracéo.

4.3.1 Extracao convencional — Soxhlet

Para a extracdo por Soxhlet das folhas de cravo da india utilizou-se o
conjunto Soxhlet (Laborglass) de acordo com a metodologia proposta por Santos
et al. (2017). Aproximadamente 10 g de folhas foram embrulhadas em papel filtro
comum e colocadas em um extrator Soxhlet, o qual compde-se de um
condensador, um tubo extrator e um baldo de fundo redondo aquecido com
auxilio de uma manda de aquecimeneto (WEA-500 mL). O processo de extracao,
foi realizado por um periodo de 8 horas com 250 mL dos solventes organicos n-
hexano, etanol e acetato de etila. Solventes estes escolhidos com intuito de
testar extratores de diferentes polaridades. O condensador foi conectado a um
banho termostatico (Marconi, modelo MA- 184) com a temperatura mantida a 5
°C, durante todo o tempo de extracdo. Em seguida o extrato foi concentrado em
rota evaporador (IKA, RV 10 Control) e o solvente residual removido em estufa.
Os experimentos foram realizados em triplicata e o rendimento € descrito com

meédia + desvio padrao.

4.3.2 Extracao assistida por ultrassom com solvente etanol

O equipamento de ultrassom utilizado para a realizacdo das extragOes
(SANTOS; DA SILVA; DA SILVA, 2021), consiste em um ultrassom (Sonics, VCX
750, Séo Paulo, Brazil) com uma sonda de titanio de 13 mm de diametro, a uma
frequéncia fixa de 20 kHz e 750 W. Possui ainda, uma célula de vidro de 250 mL
interligada a um banho termostatico (Quimis, Q214M2) sendo esta, utilizada para
controlar na temperatura desejada de extracdo. A ponta da sonda ultrassénica

foi submersa cerca de 1 cm de profundidade na mistura (amostra + solvente).
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As extragdes assisidas por ultrassom das folhas de cravo foram realizadas
seguindo um planejamento composto central (CCD), contendo quatro (4)
variaveis e trés (3) repeticbes no ponto central, com um total de 27 experimentos.
As quatro variaveis estudadas foram: temperatura (30 °C — 70 °C), relacao
volume solvente/amostra folhas de cravo (15 mL g*- 35 mL g1), amplitude (25%
- 85%) e tempo (5 min - 25 min). Os niveis das variaveis foram baseados no
estudo de Ismail et al. (2019). O solvente alcool etilico foi utilizado num volume
de 50 mL para todas as extracoes.

Ao término das extracdes as amostras foram filtradas com auxilio de uma
bomba a vacuo e removeu o solvente com um evaporador rotativo (IKA, RV 10
Control, Wilmington, USA) a 40 °C. As amostras foram armazenadas sob
refrigeracdo até o momento das andlises. Os rendimentos foram calculados pela
razao entre a massa extraida e a massa inicial de folhas (base seca). Os dados
experimentais foram analisados utilizando Statistica TM, versédo 7.0, software
(Statsoft) a 5% de significancia. Além disso, foram realizadas analises de
superficie de resposta.

O modelo polinomial de segunda ordem (Eg. 4.1) foi utilizado para ajustar

0s resultados experimentais.
Y = Bo+ Xiey Bixi + Xieq Bux? + Xiey X-ivq BijXiX (4.1)

Onde Y é a resposta prevista da variavel dependente (rendimentos de extrato e
eugenol, bem como de capacidade antioxidante TCF, DPPH e FRAP), xi sdo as
variaveis estudadas, com n=4 variaveis, 3o 0 termo independente (intercepto), Bi
os coeficientes dos termos lineares, Bii 0s coeficientes dos termos quadraticos e
Bij os coeficientes dos termos de interagcdo. X1 — tempo de extracdo, x2 - % de

amplitude, xs - razao solvente/amostra, x4 - temperatura de extracao.

4.3.3 Extracdo convencional — Maceracdo dinamica

As extracdes por maceracdo dinamica com solvente etanol, foram
realizadas utilizando Shaker (TECHNAL TE-421, Brazil) durante 20 min com

velocidade de agitagcdo de 100 rpm. ApoOs a filtracdo a vacuo, o solvente foi
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removido com auxilio de um evaporador rotativo a 60 °C. As condi¢cdes de
experimentos foram determinadas de acordo com a condicdo de maior
rendimento obtido no delineamento experimental da extracdo assistida por
ultrassom, afim de comparacdo dos resultados alcancado pela extracdo

convencional.

4.3.4 Extracdo com COz supercritico

A obtencgéo dos extratos das folhas trituradas de S. aromaticum com CO2
supercritico foi realizada em um mddulo composto por um cilindro de CO2, uma
bomba seringa (Isco, 500model), dois banhos termostaticos, um responsavel
pelo resfriamento do CO2 na bomba e outro por aquecer o leito de extragéo. Além
de, um leito encamisado de aco (dimensdes: 1,91 de cm, altura de 16,8 cm) e
uma valvula micromeétrica do controlador de taxa de fluxo.

Para avaliar o efeito das variaveis independentes, temperatura e pressao,
na extracdo com CO:2 supercritico foi elaborado um planejamento experimental
completo 22 com ponto central. Os niveis das variaveis foram: temperatura 40,
50 e 60 °C, pressao 200, 250 e 300 bar com vazao de 3 mL mint. As condicdes
operacionais foram estabelecidas conforme limitacbes operacionais do
equipamento. A variavel resposta analisada no planejamento experimental foi o
rendimento das extracfes e o teor de eugenol.

O extrator foi preenchido com aproximadamente 7,5 gramas da amostra
triturada. O solvente, foi resfriado a 5 °C, pressurizado até a pressao desejada e
em seguida bombeado para o extrator, estabelecido na temperatura de extracéo,
onde mantida em contato com a amostra por 30 minutos antes de abertura da
valvula para retirada da amostra.

Durante o processo de extracdo, 0os extratos eram coletados em frascos
ambar e pesados em abalanca analitica a cada 10 minutos até 80 minutos,
tempo total de cada extragdo. Com os valores encontrados da massa de extrato
acumulada, foram geradas curvas de cinética de extracdo. Os extratos foram
armazenados em frascos ambar e mantidos sobre refrigeracao até realizacéo
das analises.

A solubilidade aparente (Ys) foi obtida pelo método dinamico de extracao

(Reis et al., 2016), onde a solubilidade € representada pela inclinicdo da parte
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linear das curvas de extracdo (CER). A curva cinética de extracdo para cada
condicdo foi usada para determinacdo da solubilidade aparente neste

experimento, conforme a Equacéo 4.2.

Y, = Mextrato 4.2)

Msolvente
Em que:

Y;: solubilidade do extrato no solvente (g g'%);
Mextrato: Massa total de extrato obtido no inicio da extracéo (parte linear) (9);

Msoente - Massa de solvente consumido no inicio da extragéo (parte linear) da

curva de extracdo (g).
4.3.5 Extracdo com liquido pressurizado —PLE

As folhas de cravo foram submetidas a PLE utilizando uma unidade de
escala laboratorial constituido de um reservatodrio do solvente, uma bomba de
liquido de alta pressédo (Waters, 515), uma coluna de ac¢o inox de 14,3 cm?3(7,8
mm de diametro e 30 cm de comprimento), aquecida por resisténcias elétricas
e, uma valvula micrométrica de presséao no final do extrator.

O leito foi preenchido com aproximadamente 4 gramas de folhas
trituradas, em cada extracdo. As extracbes foram realizadas em trés
temperaturas de 40, 50 e 60 °C e pressao constante de 100 bar, conforme
metodologia descrita por Santos et al. (2020). O solvente etanol foi bombeado a
vazédo volumétrica de 2 mL minte, apés atingir a pressao definida, a valvula de
controle de pressao foi aberta para coleta da amostra. O tempo total de extragéo
foi fixado em 20 min apos avaliacdo da curva cinética. Apos a extracdo, o

solvente foi evaporado usando um evaporador rotativo a 50 °C.
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4.4 Caracterizacdo da amostra

4.4.1 Quantificacado do Eugenol

A quantificagdo do eugenol presente nos extratos das folhas de cravo
obtidos por ultrassom, maceracao, liquido pressurizado e com COz2 supercritico
foi determinada seguindo a metodologia descrita por Frohlich et al., (2019) em
um cromatégrafo liquido (LC-20AT, acoplado a um SPD-20 A UV-VIS, Shimadzu,
Tbquio, Japao) equipado com uma Coluna C18 Phenomenex Kinetex (4,6 mm X
250 mm x 5 mm). A fase madvel foi metanol: agua (60:40 v/v) mantida em um
fluxo de 1,0 mL min, e o tempo de corrida foi de 15 min. As amostras foram
diluidas em isopropanol na concentracdo de 1 mg mLt. O comprimento de onda
utilizado para a deteccao foi de 215 nm.

Para quantificacdo foi construida uma curva padréo obtida das solucfes
padréo de eugenol (Sigma Aldrich) com concentracdes de 0,01 a 0,10 mg mL~?

em isopropanol, com R? = 0,9993. A andlise foi realizada em duplicata.

4.4.2 Determinacéo da atividade antioxidante

4.4.2.1 Determinacéo pelo método DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)

As analises de DPPH, para as amostras obtidas por UAE, maceracao,
PLE e com CO: supercritico foram determinadas conforme metodologia descrita
por Enujiugha et al. (2012). As amostras foram avaliadas numa concentracéo de
0,2 mg mL™? diluidos em etanol. A curva padrdo foi obtida das solugdes padrédo
de trolox (25-500 pumol L diluido em &lcool etilico), com R? = 0,9987. A andlise
foi realizada em triplicata. Os resultados foram expressos em pmol de Trolox por

mg de extrato.

4.4.2.2 Determinacéo pela reducéo de ferro (FRAP)

O FRAP nas amostras obtidas por UAE, maceracao, PLE e com CO: foi
realizado conforme a metodologia descrita por Frohlich et al., (2019). Uma curva
de calibracdo com sulfato ferroso de 0-2000 umol mg™ (R? = 0,998) foi utilizada

para determinar a capacidade antioxidante. Para reacdo, utilizou-se uma
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aliquota (90 pL) da solugdo etandlica dos extratos (0,02 mg mL?), 270 L de
agua destilada e 2,7 mL do reagente FRAP e incubados em banho-maria a 37
°C por 5 minutos. Em seguida, as leituras da absorvancia foram feitas a 595 nm,
usando um espectrofotdbmetro UV-Vis (Shimadzu). A andlise foi realizada em

triplicata. Os resultados foram expressos em pmol Fe?* mg™ de extrato.

4.4.3 Quantificacdo dos compostos fenélicos

O teor de compostos fendlicos totais das amostras obtidas pelos métodos
maceracao e ultrassom foi determinado usando o reagente de Folin-Ciocalteu,
conforme a metodologia de Singleton e Rossi (1965). Os extratos foram
dissolvidos em etanol para para obter uma concentracdo de 0,15 mg mL~ 1. Os
experimentos foram realizados em triplicada. A curva padréo foi preparada com
acido galico em concentracdes de 10 a 100 uyg mL™. A absorbancia foi medida
em um espectrofotbmetro (UV/VIS PG Instruments T80 +, Shimadzu, Toéquio,
Japao) a 760 nm. Os resultados foram expressos em ug de equivalentes de acido

galico (EAG) por mg de amostra.

4.5 Andlises Estatistica

As diferencgas significativas entre as médias dos resultados experimentais,
a um nivel de 95% de confianca, de rendimento de extrato, rendimento de
eugenol, teor de compostos fenolicos totais e atividade antioxidante foram
analisadas pelo teste de Tukey. O software StatisticaTM 7.0 (Statsoft) foi

empregado nas analises estatisticas.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao das folhas de cravo da india

O material vegetal triturado e seco em estufa a 40 °C por 48 horas,
apresentou umidade de 4,46% (lote I) e 7,06% (lote Il). A reducéo do teor de

umidade depois do processo de secagem, garantem a estabilidade do produto.
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A diminuicdo da disponibilidade de agua nas folhas, evita transformagfes dos
compostos presentes nas plantas, causadas por processos quimicos,
bioquimicos e microbiologicos. Além de possibilitar uma conservacédo maior de
tempo das plantas (Souza, Bott, Oliveira, 2007). Ademais, dependendo do
método aplicado e, teor de umidade presente no material, estes, podem
influenciar negativamente o rendimento de extracdo (POURMORTAZAVI;
HAJIMIRSADEGHI, 2007).

A secagem das plantas verdes deve ser até que atinja umidade em até
12%, dependendo da espécie e parte da planta em analise (IVANOVIC et al.,
2011). Dentro dessa faixa de umidade, conforme recomendacéo da legislacdo
brasileiras sobre plantas medicinais, aromaticas e condimentares, evita a
deterioragdo e desenvolvimento de microrganismos (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2019). O material estando dentro dessa porcentagem
estabelecida, esta, se torna insignificante na influéncia quanto a transferéncia de
massa e a solubilidade do extrato (IVANOVIC et al., 2011).

5.2 Métodos de Extracao

5.2.1 Método convencional — Soxhlet

No presente estudo, inicialmente, avaliou-se a influéncia do solvente
organico em relacdo ao rendimento de extracdo, sob emprego do método
convencional Soxhlet, com intuito de definir o melhor solvente para utilizar nos
demais métodos de extracdo. Os solventes organicos avaliados foram etanol,
acetato de etila e n-hexano. Na Tabela 5.1, apresenta as condi¢cdes empregadas,
a polaridade de cada solvente e os respectivos rendimentos obtidos para cada

solvente utilizado.
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Tabela 5.1. Condicbes empregadas, polaridade dos solventes e rednimentos
obtidos nas extracfes por Soxhlet com solventes organicos

. indice de Tempo Rendimento
Metodo Solvente Polaridade? (horas) (%)

Hexano 0,0 8 1,90 £ 0,08

Soxhlet Acetato de etila 4.4 8 8,08 + 0,06

Etanol 5,2 8 26,25 + 0,56

'Rodriguez-Solana et al. (2014).

Dentre os rendimentos obtidos, nota-se que houve influéncia da
polaridade dos solventes no rendimento final, onde o maior rendimento foi
encontrado quando avaliado com solvente etanol, solvente este que apresenta
maior polaridade dentre os solventes testados. Isso, justifica-se que a maior
parte dos compostos presentes nas folhas de cravo apresentam caracter polar.
Todavia, nas extracdes com solvente de menor polaridade, observa-se menores
rendimento, logo, infere-se menor concentracdo de compostos apolares
presentes na matriz da amostra.

Varios estudos foram realizados em plantas usando diferentes solventes
de extracdo com diferentes polaridades, para avaliar o rendimento de extracao
e composicao do extratos, onde o etanol se mostrou mais rentavel devido sua
alta polaridade (ALMEIDA; MEZZOMO; FERREIRA, 2012; TSIMOGIANNIS;
STAVRAKAKI; OREOPOULOU, 2006). Ademais, quanto a solubilidade, critério
importante na escolha do solvente, o etanol apresenta eficiéncia satisfatoria em
temperaturas proximas ao seu ponto de ebulicdo (SMALLWOOD, 1993).

O etanol também ¢é aplicado na industria farmacéutica, como um
excipiente, apresentando vantagens devido a sua dupla fun¢do na utilizacao,
podendo ser utilizado como solvente ou conservante (SENA, 2014). Além disso,
Tomazin Jr (2008) cita outras vantagens do uso do solvente etanol: € um
solvente biodegradavel e atoxico, quando utilizando em pequenas quantidades.
Com isso, esse solvente mostra favoravel a sua aplicagdo para extracdes de
plantas medicinais, uma vez que além dos fatores ambientais também é
favorecido por fatores econdmicos, devido grande producdo em territorio
brasileiro (em média 400 mil litros por dia, no ano de 2021) (EMBRAPA, 2021).

Como o maior rendimento da extracdo por Soxhlet foi encontrado

utilizando o solvente etanol e devido suas grandes vantagens em sua aplicacao,
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considerou-se, no presente estudo, a utilizagdo deste solvente organico para

aplicacao nos demais méetodos de extracdo a serem analisados.
5.2.2 Extracao Assistida por ultrassom e Maceracgéo

5.2.2.1 Rendimento

Para as extracdes das folhas de cravo da india assistida por ultrassom e
pelo método convencional, maceracéo, selecionou-se o solvente etanol, devido
ao maior rendimento obtido nos extratos e vantagens de uso com este solvente,
cujo sédo apresentados na se¢ao 5.2.1.

Na Tabela 5.2 séo apresentas as condi¢bes experimentais de tempo (x1),
amplitude (x2), razao solvente/amostra (xs) e temperatura (x4), de acordo com o
planejamento CCD.

O maior rendimento obtido foi de 11,95% que corresponde ao ensaio 17
gue empregou as seguintes condi¢gbes: amplitude de 70%, temperatura de 60
°C, razédo de 30 (mL g?) e tempo de extracdo de 20 minutos. JA& o menor
rendimento (5,79%) foi observado na mesma amplitude, porém com tempo de
10 minutos, temperatura de 40 °C e razdo de 20 mL g*.

O rendimento da extracdo pelo método convencional, por maceracao
dindmica, para a condicdo de 60 °C e tempo de 20 minutos (condicdo esta na
gual obteve-se maior rendimento encontrado pelo método UAE), foi de 4,56%,
sendo este valor inferior até mesmo a condicdo que se obteve o menor

rendimento obtido pela extracéo assistida por ultrassom.
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Tabela 5.2. Condicdes experimentais e rendimentos, obtidos pela extracéo
assistida por ultrassom e maceragéo.

_ X1 - Xz_- X3 — Razao Xa - Rendimento
Experimentos Tempo Amplitude Solvente/amostra Temperatura (%)
(min) (%) (mL/g) (°C)
1 15 55 25 30 8,07
2 10 40 20 40 6,61
3 20 40 20 40 8,69
4 10 70 20 40 5,79
5 20 70 20 40 9,05
6 10 40 30 40 6,67
7 20 40 30 40 8,82
8 10 70 30 40 8,00
9 20 70 30 40 10,12
10 10 40 20 60 8,22
11 20 40 20 60 10,21
12 10 70 20 60 8,87
13 20 70 20 60 10,57
14 10 40 30 60 8,68
15 20 40 30 60 10,36
16 10 70 30 60 9,23
17 20 70 30 60 11,95
18 15 55 25 70 11,20
19 5 55 25 50 6,31
20 25 55 25 50 10,05
21 15 25 25 50 6,97
22 15 85 25 50 10,03
23 15 55 15 50 8,92
24 15 55 35 50 9,67
25 15 55 25 50 9,30+ 0,28
Maceracao 4,56 + 0,29

Pujiarti et al. (2020) e Raina et al. (2001) avaliaram o rendimento das
folhas de cravo extraidos por hidrodestilacdo, o rendimento obtido foi de 2,67%
e 4,8% respectivamente. Gaylor et al. (2016) além do rendimento analisaram a
concentracéo de eugenol presente. Os valores encontrados foram 5,1% para o
rendimento de 6leo, e 88,5% de eugenol. Srivastava; Srivastava; Syamsundar
(2005) e Bhuiyan (2012) encontram 82% e 74,8%, respectivamente, de eugenol
em Oleos extraidos por hidrodestilacéo. Valores de rendimento que sdo menores,
em relagéo aos valores encontrados no presente estudo. Isto justifica-se, devido
a extracdo por hidrodestilacéo, ocorrer a extracdo de apenas compostos volateis,
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diferentemente aos processos por métodos ndo convencionais, como UAE, uma
vez que, a extracdo com solvente etanol possibilita a extracdo de outras mais
classes de compostos bioativos, tais como taninos, polifendis, terpendides e
alcaloides (COWAN, 1999).

O maior rendimento obtido pela UAE, em relacdo ao método de
maceracao, justifica-se pelo favorecimento na remocao de extrato. Uma vez que,
0 processo de ultrassom através de rupturas, modifica a estrutura dos tecidos
vegetais, aumentando a porosidade e espacgos intercelulares, dessa forma,
diminuiu a resisténcia de transferéncia de massa do soluto, o qual, aumenta a
penetracdo do solvente no tecido da planta (TETIK; YUKSEL, 2014;
YINGNGAM; MONSCHEIN; BRANTNER, 2014). Resultados semelhantes
também foram relatos por outros autores onde a UAE se mostrou mais eficientes
do que aos métodos convencionais de maceragdo e Soxhlet (CHEN et al., 2014;
STEVANATO; DA SILVA, 2019; PALSIKOWSKI et al., 2020; SANTOS; DA
SILVA; DA SILVA, 2021).

Os resultados foram ajustados ao modelo dado pela Equacéo 1 e apoés,
0os modelos foram avaliados por andlise de varidncia (ANOVA) ao nivel de
significancia de 5%.

Na Tabela 5.3 é apresentado a analise de variancia (ANOVA) dos
resultados obtidos na matriz do desing do composto central para o rendimento.
O p-valor foi utilizado para verificar a significancia de cada coeficiente bem com
a significancia da falta de ajuste e do modelo. O modelo ajusta satisfatoriamente
os dados experimentais, no nivel de significancia de 0,05, quando, ao mesmo
tempo, o p-valor da falta de ajuste for maior que 0,05 e o p-valor do modelo for
menor que 0,05. Conforme a Tabela 5.3, o rendimento mostrou um alta preciséo
do modelo (R?=0,9575) sugerindo assim uma forte correlacdo entre os dados

experimentais.
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Tabela 5.3. ANOVA para o modelo quadratico de rendimento do planejamento
CCD.

Rendimento
Soma Média

guadratica  GL?! guadratica F-valor p-valor
Linear
X1 26,4180 1 26,4180 216,4820 0,0046
X2 5,4531 1 4,4531 44,6851 0,0216
X3 2,2326 1 2,2326 18,2950 0,0505
X4 17,6817 1 17,6817 144,8921 0,0068
Interacbes
X1.X2 0,2256 1 0,2256 1,8489 0,3069
X1.X3 0,0081 1 0,0081 0,0664 0,8207
X1.X4 0,1444 1 0,1444 1,1833 0,3903
X2.X3 1,1130 1 1,1130 9,1207 0,0943
X2.X4 0,0600 1 0,0600 0,4919 0,5557
X3.X4 0,0784 1 0,0784 0,6424 0,5069
Quadréatica
X12 0,9222 1 0,9222 7,5572 0,1107
X22 0,3490 1 0,3490 2,8606 0,2328
X3? 0,2232 1 0,2232 0,8771 0,4478
X4? 0,5180 1 0,5180 144,8921 0,1755
Falta de 22485 10 0,2248 1,8425 0,4026
Ajuste
Erro Puro 0,2441 2 0,1220
Residuo 2,49 12 0,2077
Modelo 56,20 14 4,0140 19,3248 <0,001
Total 58,6885 26
R2 0,9575
R? ajustado 0,9080

X1 —tempo; x2- Amplitude; x3- Raz&o solvente/amostra; x4- Temperatura

A equacdo polinominal de segunda ordem para a predicdo dos
rendimentos (Yy,;z.p) €m funcdo das variaveis tempo de extracdo (xi1), % de
amplitude (x2), raz&o solvente/amostra (x3) e temperatura de extragéo (x4) é dada

abaixo (Equagéao 5.1):

Yyiep = 193+ 4.73.107%x; — 3.21.107%2.x, —1.01.107L.x; —
1.45.1072.x, —8.65.1073.x2 —6.28.107%*.x7 —1.95.10"%.x2 —
1.30.1073%.x2 + 1.77.103.x;.x, — 1.6.1073.x.x3 — 1.45.107%.x,.x, +
3.12.1073.x,.x3 —525.107%x5.x, —1.67.1073.x3.x,4 (5.1)
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Com base nos resultados do teste da ANOVA (Tabela 5.3), as quatro
variaveis avaliadas tiveram os termos lineares positivos e significativos (p-valor
< 0,05) para o rendimento. Quanto aos termos quadraticos e interacdes entre as
varidveis, nenhuma se mostrou significativa. Os efeitos das varidveis no

rendimento de extrato sdo apresentados nas superficies de resposta da Figura
5.1.
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Figura 5.1. Superficie de resposta ilustrando os efeitos das variaveis
independentes no rendimento da extracao assistida por ultrassom. A: Variaveis:
x1 (tempo) e x2 (amplitude) e constante x3 (25 mL g-1) e x4 (50 °C). B: Variaveis:
x1 (tempo) e x3 (solvente/amostra) e constante x2 (55%) e x4 (50 °C). C:
Variaveis: x1 (tempo) e x4 (temperatura) e constante x3 (25 mL g*) e x2 (55%).
D: Variaveis: x2 (amplitude) e x3 (solvente/amostra) e constante x1 (15 min) e x4
(50 °C). E: Variaveis: x2 (amplitude) e x4 (temperatura) e constante x3 (25 mL g

1) e x1 (15 min). F: x3 (solvente/amostra) e x4 (temperatura) e constante xi1 (15
min) e x2 (55%).

5.2.2.1.1 Efeito do tempo (min)

Conforme mostra a Tabela 5.2, percebe-se que o rendimento do extrato
aumenta no intervalo de tempo de extracdo de 10 para 20 min, mantendo
constante as variaveis, amplitude, razdo solvente/amostra e temperatura.

Resultado este, que mostrou efeito significativo (p-valor < 0,05) do tempo sobre
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o rendimento obtidos dos extratos das folhas de cravo. Este comportamento
pode ser atribuido a cavitacdo e aos efeitos térmicos do processo assistido por
ultrassom, que causam rompimento da parede celular, o que intensifica a
transferéncia de massa e favorecem a obtencdo de maiores rendimentos
(ESCLAPEZ et al., 2011; VAJIC et al., 2015; XU et al., 2017) .

A extracao por ultrassom, pode ser dividida em dois periodos de extracao.
O primeiro, que consiste no periodo de lavagem, onde ocorre a extracdo dos
compostos sollveis presentes na superficie do vegetal, tendo um aumento
rapido no rendimento. Ja a segunda etapa, é a fase lenta de extracao, a qual
indica a transferéncia de massa do soluto da matriz do vegetal ao solvente por
difusdo ou fenbmenos osmaticos (ISMAIL et al., 2019; MOHAMMADPOUR et al.,
2019; SAHIN; SAMLI, 2013).

A Figura 5.1A, representa como o rendimento se comporta a medida em
que o tempo e a amplitude variam, nesta, observa-se que o rendimento é
crescente a medida em que aumenta os valores das variaveis. Além disso, nas
Figuras 5.1B e 5.1C, evidenciam respectivamente, como o rendimento procede
conforme os valores de tempo e amplitude e, tempo e temperatura se alteram.
Ainda, como para as demais interacbes, 0s maiores rendimentos sao

observados para as condicfes de maiores valores para as variaveis.

5.2.2.1.2 Efeito da amplitude (%)

Foram investigadas diferentes poténcias ultrassonicas de 25, 40, 55, 70 e
85%, para avaliar o rendimento do extrato das folhas de cravo. Como pode-se
verificar na Tabela 5.2, a amplitude mostrou efeito positivo sobre o rendimento
de extrato obtidos. Analisando o aumento da amplitude de 40 a 70%, fixando as
demais variaveis o0 ponto central, percebe-se que o rendimento aumenta,
(experimentos 15 e 17), com uma variagéo de aproximadamente 15% dentre os
rendimentos. Este efeito, pode ser devido a cavitacdo aprimorada e efeito
mecanico do ultrassom, o qual, possibilita 0 aumento da area da superficie de
contato entre o solido e liquido, assim, causa maior penetracdo do solvente na
matriz do vegetal (GOULA et al., 2017).

Todavia, percebe-se um declinio no rendimento quando testado na

amplitude de 85% (Fig. 5.1D), com rendimento 10,03%, em relacdo ao maior
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rendimento (11,42%, amplitude 70%, experimento 17). Comportamento esse,
também foi relatado por Vuong et al. (2014) e Mohammadpour et al. (2019). Isso,
pode ser em decorréncia de que, a um certo nivel do poder ultrassénico, a
formacao de bolhas de cavitacdo sera alto e sem precedentes, o que fortalece a
dissipacdo de energia entre bolhas de cavitagdo e leva ao seu colapso
insuficiente, causando a reducdo da eficiéncia de transferéncia de energia e
rendimento de extracdo (MOHAMMADPOUR et al., 2019). Na Figura 5.1C,
verifica-se que héa pequena variagdo no rendimento com o aumento da amplitude
para temperaturas baixas.

Dessa forma, a faixa de 25 a 70% de amplitude foi considerada ideal na

eficiéncia de extracéo assistida por ultrassom para o rendimento.

5.2.2.1.3 Efeito da razao/solvente (mL g1)

A razéo de solvente/amostra (mL g) foi avaliada na faixa de 15 mL g,
25 mL g' e 35 mL g'. Na Tabela 5.2, verifica-se que com o aumento da razao
até 30 mL g considerando as demais variaveis constantes, o rendimento de
extrato se elevou gradativamente, como por exemplo, nos experimentos 13 e 17,
onde, obteve-se rendimentos de 10,57% e 11,95%, respectivamente. Todavia, 0
rendimento diminuiu quando testada na maior concentracdo, 35 mL g'. Esse
efeito é justificado, devido a ocorréncia de uma solucdo muito diluida, tem-se
uma diminuicdo no fendmeno de cavitacdo, resultando em um efeito negativo
sobre o rendimento do extrato (ZHAO; KWOK; LIANG, 2007).

Além disso, na Figura 5.1B, observa-se a relacdo do rendimento em
decorréncia dos valores de razdo solvente/amostra e amplitude, o qual, é
possivel verificar que o rendimento € encontrado nos niveis mais altos de razao
solvente/amostra e amplitude, ndo sendo muito significativo no aumento da
razdo solvente/amostra, em amplitudes menores. Todavia, na Figura 5.1F, um
aumento da temperatura em razao solvente/amostra mais baixas, tem-se um

efeito pouco significativo sobre o rendimento.
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5.2.2.1.4 Efeito da temperatura (°C)

Como representado na Tabela 5.2 (experimentos 1 e 18) houve um
aumento no teor de extrato quando a temperatura aumentou de 30 °C para 70
°C, considerando, as variaveis de 55% amplitude, 25 mL g e, 15 min de
extracdo. Isso, deve-se ao aumento da temperatura resultar em uma maior
energia cinética, acarretando em maior solubilidade e, elevada taxa de difusado
(MOHAMMADPOUR et al., 2019).

Nas Figuras 5.1E e 5.1F, é ilustrado como o rendimento se procede a
medida em que a amplitude e temperatura, e temperatura e a razao
solvente/amostra, respectivamente, variam. Em ambas as Figuras, nota-se que
amedida em que cada variavel aumenta, ocorre um efeito positivo no rendimento
de extrato. Ainda, a Fig. 5.1C, confirmou que a temperatura teve um efeito
significativo (p-valor < 0,05). Este resultado esta de acordo com o estudo de
Zhao, Kwok e Liang (2007), o qual, investigou o efeito de varios fatores (tempo,
temperatura, poder ultrassom, tamanho de particula, razdo solvente/sélido e
concentracdo de solvente) na extracdo assistida por ultrassom de Radix
Bupleuri.

A faixa de temperatura de 30-70 °C, portanto, se mostrou eficiente no

rendimento dos extratos das folhas de cravo.

5.2.2.2 Otimiza¢éo do Processo

Através da equacédo de predicdo (Equacdo 2) a condicdo experimental
que permite a maximizagdo da extracdo etanolica das folhas de cravo dentro dos
niveis estabelecidos foi: tempo 25 min, amplitude de 85 %, razéo
solvente/amostra 35 mL g e temperatura de 70°C. Os experimentos foram
realizados em triplicata e resultaram em um rendimento de 14,63 = 0,81 %. A
Tabela 5.4, mostra que os valores obtidos experimentalmente estdo proximos
aos valores preditos confirmando a previsibilidade dos modelos de extracéo das

folhas de cravo sob condicdo maxima das variaveis de extracao.
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Tabela 5.4. Rendimento do extrato de folha de cravo obtido pela extrac&o
assistida por ultrassom, com etanol como solvente.

Experimentos Rendimento Predito Rendimento Observado
(%) (%)
13t 10,86 10,57
172 11,81 11,95
183 11,32 11,20
Maximo rendimento? 16,17 14,63 + 0,81

120 min, 70%, 20 mL g, 60 °C; 220 min, 70%, 30 ml g, 60 °C; 315 min, 55%, 25 mL g, 70 °C;
425 min, 85%, 35 mL g, 70 °C.

5.2.2.3 Rendimento de eugenol

Visto que o composto eugenol, € o principal composto bioativo
caracteristico da espécie do material vegetal em estudo (FROHLICH et al., 2019;
GUAN et al., 2007; TEKIN; AKALIN; SEKER, 2015) a quantificagdo do composto
foi realizada através da cromatografia liquida, para os extratos obtidos pela
extracdo assistida por ultrassom e por maceracdo das folhas de cravo. O
rendimento de eugenol, expresso como gramas de eugenol por kg de folhas
(Tabela 5.5), foi obtido a partir de dados de concentracdo do composto e de
rendimento de extrato (base seca).

Conforme mostrado na Tabela 5.5, ao nivel de significancia de 5%, é
possivel verificar que houve diferenca significativa no rendimento de eugenol
entre as diferentes condi¢cdes experimentais de extracdo assistida por ultrassom,
bem como, para os dois métodos de extragdo. O maior valor de eugenol (2,94 +
0,06 g eugenol por kg folhas) pode ser observado no experimento 5, quando
extraido sob a condicdo de 70% de amplitude, razéo de 20 (g mL 1), temperatura
de 40 °C com tempo de extracdo de 20 minutos. Ja o0 menor valor do composto
(0,62 £ 0,01g eugenol kg folhas) foi obtido na seguinte condi¢cdo de extracao:
25% de amplitude, razdo de 25 (g mL 1), temperatura de 50 °C com tempo de

extracao de 15 minutos (experimento 21).

49



Tabela 5.5. Condi¢cbes experimentais, teor e rendimento de eugenol obtidos pela
extracdo assistida por ultrassom e maceracao.

X1 - Xa- X3 - razéo Xa - g eugenol
Experimentos Tempo Amplitude Solvente/amostra Temperatura Eugenol kg folhas
(min) (%) (mL/g) (C) (%) *
1 15 55 25 30 2,84 2,29 £ 0,09
2 10 40 20 40 2,29 1,52 +£ 0,04 "9
3 20 40 20 40 1,93 1,68 + 0,21 9.h.!
4 10 70 20 40 2,97 1,72 £ 0,049:n!
5 20 70 20 40 3,25 2,94 + 0,06k
6 10 40 30 40 2,03 1,42+ 0,049 e f
7 20 40 30 40 2,16 1,90 + 0,03
8 10 70 30 40 2,16 1,72 £ 0,039 M!
9 20 70 30 40 2,80 2,83+ 0,01k
10 10 40 20 60 1,57 1,29+ 0,01¢d.¢
11 20 40 20 60 1,16 1,18 + 0,01¢d
12 10 70 20 60 1,67 1,48 £ 0,04¢ "9
13 20 70 20 60 1,23 1,30 + 0,02¢.d.¢
14 10 40 30 60 1,05 0,91 + 0,02ab
15 20 40 30 60 0,88 0,91 £ 0,012°
16 10 70 30 60 1,62 1,50+ 0,09¢ "9
17 20 70 30 60 191 2,29 £ 0,08
18 15 55 25 70 1,05 1,18 £ 0,02%¢
19 5 55 25 50 1,75 1,11 + 0,030 ¢
20 25 55 25 50 2,31 2,32+ 0,01
21 15 25 25 50 0,94 0,65 + 0,012
22 15 85 25 50 1,32 1,63 £ 0,04 9.h
23 15 55 15 50 2,75 2,45+ 0,11
24 15 55 35 50 1,32 1,28 + 0,04¢ d.¢
25 15 55 25 50 2,03 1,80 £ 0,01h!
Maceracao 2,99 1,36 £ 0,054 ¢

1 gramas de eugenol por 100 g de extrato.
Letras iguais na mesma coluna e para o mesmo método de extracao indicam que nao houve
diferenca significativa ao nivel de 5%.

Pelo método de maceracao o rendimento de eugenol encontrado foi de
1,30 g eugenol kg folhas. Resultado este, que mostra que a extracdo por
ultrassom € mais favoravel para extragdo do composto eugenol, uma vez que o
maior valor obtido pela extrac&o por ultrassom foi aproximadamente duas vezes
maior do rendimento de eugenol obtido por maceracéo.

Frohlich et al. (2019) avaliaram a extragédo das folhas de cravo com CO2

supercritico (40 °C, 220 bar e 80 min) e um rendimento de até 3,22 g eugenol
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por kg folhas na melhor condi¢cdo experimental. Resultado este, que evidencia o
maior rendimento do extrato das folhas de cravo quando obtido por UAE, uma
vez que, favorece maior rendimento de eugenol em menor tempo de extracao.
Os resultados encontrados por Yun et al. (2010) no extrato etandlico dos botées,
extraido por método convencional, Soxhlet, dentre os solventes testados, o
etanol foi o que rendeu maior quantidade de eugenol (0,0964 g eugenol kg
folhas), rendimento este menor do obtido no presente estudo. Para INAM; DEO;
NARKHEDE (2014) a concentracdo encontrada de eugenol no extrato
metanolico de cravo, por Soxhlet, foi de 21,91 pg mL1.

Bhuiyan et al. (2010), confirmam o eugenol como composto majoritario
dos dleos de folha de cravo, o qual encontraram um teor de 74,28% de eugenol.
Outros estudos (RAINA et al, 2001; SRIVASTAVA; SRIVASTAVA;
SYAMSUNDAR, 2005) também relatam grande quantidade de eugenol nos
oleos de folhas de cravo, 70%, 94,4%, 66%-77%, respectivamente. Alexandru et
al. (2013) ao estudar sobre a extracdo dos botdes de cravo obtidos pela extracdo
assistida por ultrassom (em batelada e com fluxo continuo) e por maceracéo
confirmou a presenca do composto eugenol na composi¢cdo dos extratos em
ambos os métodos.

A alta concentracdo de eugenol no 6leo de folhas e botdes o torna de
grande potencial para uso medicinal, por apresentarem inUmeras propriedades
biolégicas, tais como: poder ativo contra bactérias patogénicas (CHAIEB et al.,
2007), antifungica e anti-inflamatorio (RANA; KASHMIRI; AHMAD, 2010). Além
disso, h& relatos de serem utilizados, na medicina popular nos efeitos
terapéuticos, antiemético, analgésico, antiespasmético e antisséptico (HUANG
et al., 2002; SHAFI et al., 2002; VELLUTI et al.,, 2003). Ainda, tem sido
empregado na produgdo de outros compostos fendlicos, como por exemplo, a
vanilina, e na parte odontolégica como anestésico oral (PRIEFERT,;
RABENHORST; STEINBUCHEL, 2001).

A Figura 5.2, mostra graficos de superficies que descrevem o efeito do
tempo, amplitude, temperatura e razdo massa/solvente do rendimento de

eugenol.
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Figura 5.2. Superficie de respostas para rendimento de eugenol. A: Variaveis:
x1 (tempo) e x2 (amplitude) e constante x3 (25 mL g-1) e x4 (50 °C). B: Variaveis:
x1 (tempo) e x3 (solvente/amostra) e constante x2 (55%) e x4 (50 °C). C:
Variaveis: x1 (tempo) e x4 (temperatura) e constante x3 (25 mL g*) e x2 (55%).
D: Variaveis: x2 (amplitude) e x3 (solvente/amostra) e constante x1 (15 min) e x4
(50 °C). E: Variaveis: x2 (amplitude) e x4 (temperatura) e constante x3 (25 mL g
1) e x1 (15 min). F: x3 (solvente/amostra) e x4 (temperatura) e constante x1 (15

min) e x2 (55%).
Conforme Figura 5.2, verifica-se que o rendimento de eugenol aumentou
em amplitudes e tempo maiores de extracdo. No entanto, para as variaveis
independentes razdo solvente/amostra e temperatura, verifica-se efeito negativo
sobre o rendimento de eugenol. De acordo com Purohit e Gogate (2015), os
valores maiores obtidos em maiores amplitudes, podem ser em decorréncia dos
efeitos de cavitacdo que aumentam em relagdo ao numero de cavidades e
maiores colapsos dessas em niveis altos de dissipacdo de energia, permitindo
aumento na destruicdo da matriz da planta, logo, maior facilidade de extragao do
composto de interesse.

Portanto, verifica-se que os maiores rendimentos de extrato (20 min, 70%,

30 mL gt e 60 °C) e de eugenol (20 min, 70%, 20 mL g e 40 °C) foram obtidos

nas mesmas condi¢cdes de amplitude e tempo de extragao, alterando as demais

variaveis (razdo solvente/amostra e temperatura). Com isso, conclui-se que o

eugenol mostra boa solubilidade ao solvente etanol utilizado nas extragcdes e, a
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variagdo de temperatura favoreceu a extracdo de outros compostos menos

soluveis.

5.2.2.4 Teor de compostos fendlicos (TCF) e atividade antioxidante (DPPH e
FRAP)

Um antioxidante pode ser definido como qualquer substancia em que,
quando presente em baixas concentragdes em comparacdo com o substrato
oxidavel, retarda ou inibe consideravelmente a oxidac¢do desse substrato (SIES;
STAHL; SUNDQUIST, 1992). Desse modo, 0 interesse por antioxidantes
naturais para utlizacdo principalmente em alimentos teve um aumento
significativo, além disso, ha maior preferéncia dos consumidores por alimentos
com aditivos naturais (ABDALLA et al., 2007; MAHINDRAKAR; RATHOD, 2020;
SALEHI et al., 2005).

Diante dos resultados apresentados na Tabela 5.6, observa-se que todas
as amostras apresentaram poder antioxidante quando submetidas pela técnica
assistida por ultrassom.

Os valores encontrados de DPPH, apresentaram uma variacéo de 1,56 a
1,96 ug Trolox mg-1, no entanto, sem diferencas significativas (p>005) nos
valores dentre as condicbes experimentais realizadas, diferentemente dos
resultados obtidos com o método FRAP (5,74 + 0,13 a 8,61 + 0,08 umol Fe2+
mg-1) e de teor de compostos fendlicos (285,47 £ 5,75 a 387,86 + 11,20 ug EAG
mg-1).
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Tabela 5.6. Compostos fendlicos totais e atividade antioxidante dos extratos das folhas de
crav da india extraidos por ultrassom e maceracdo com etanol.

: X1 X2 Xs  Xa TCF DPPH FRAP
Experimentos (min) (%) (mL/g) (°C) (ug EAG mg?) (umol Trolox mg 1) (umolre2+ mg 1)

1 15 55 25 30 374,24 +2,96% f.o 1,96 + 0,072 7,27 £ 0,36"

2 10 40 20 40 399,13+11,80% defg 1,84 + 0,132 5,87 £ 0,1620.¢

3 20 40 20 40 379,86 7,479 1,82 +0,132 7,31 +£0,07h

4 10 70 20 40 361,12%697¢def0 1,75 + 0,092 6,43 + 0,09 c.d.e.f.g

5 20 70 20 40 3238911800 cdef 1,62 + 0,082 5,98 + 0,042 b.c.d

6 10 40 30 40 34043 12,65b.¢c.de 1,59 £ 0,272 6,44 £ 0,22b.¢.defg

7 20 40 30 40 359.05%1241cdefo 1,84 0,092 6,84 + 0,202 f 0.

8 10 70 30 40 336,37x706"cde 1,75 +0,112 5,99 + 0,682 b c.d

9 50 70 30 40 340,07 %12,75b.cde 1,78 + 0,102 6,80 + 0,32¢.e.f.9.n

10 10 40 20 60 34273+1187cdef 1,77 + 0,152 6,79 + 0,14¢.f.9.h

11 20 40 20 60 329,60 = 10,03b.¢.d 1,70 £ 0,152 7,30 £ 0,31h

12 10 70 20 60 339,54+ 8,44b.c.d.e 1,64 £ 0,192 6,85 + 0,60 f.9.n

13 20 70 20 60 387.86+11.209 1,81 £0,112 6,87 + 0,119

14 10 40 30 6o 311,05+11,82% b 1,73+0,112 7,10 + 0,049."

15 20 40 30 60 348,79% 8,44b.¢c.d.ef 1,75+ 0,082 5,74 £0,13ab

16 10 70 30 60 326,25% 14,66b¢ 1,69 £ 0,142 6,28 + 0,312 b.c.d e f

17 20 70 30 60 339,63%14,06>cde 1,79 £ 0,122 6,98 0,179

18 15 55 25 70 319,21+18,21* b 1,57 £ 0,052 6,23 + 0,042 b.c.d e f

19 5 55 25 5o 359,97 £5,75¢det0 1,77 £ 0,202 6,97 £ 0,297 9:h

20 25 55 25 g 28547%5,75% 1,56 £ 0,102 6,42 + 0,280 ¢ defg

21 15 25 25 5o 331,88+ 11,250 ¢.d 1,64 £ 0,112 7,27 £ 0,090

22 15 85 o5 5o 367,59+ 17,35¢e 0 1,77 + 0,272 8,61 + 0,08

23 15 55 15 5o 358,00+11,23% defg 1,77 £ 0,142 7,36 £0,17"

24 15 55 35 5o 317,94+7,72% b 1,96 + 0,072 6,60 + 0,10¢ d.e.f.g.h

25 15 55 25 5o 347,54 % 10,28b.c.d.e.f 1,84 £ 0,132 6,05+ 0,192b.cde

Maceragao 341,62 £ 12,610 c.de 1,66 + 0,082 5,57 £ 0,062

x1 — tempo; x2 — amplitude; x3- raz@o solvente/amostra; x4 — temperature.
Letras iguais na mesma coluna e para 0 mesmo método de extracao indicam que ndo houve diferenca
significativa ao nivel de 5%.
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Na Figura 5.3, ilustra os efeitos interativos das variaveis frente ao
potencial oxidativo por DPPH dos extratos das folhas de cravo dentro dos limites
utilizados. Cada variavel dependente, foi plotada em relacdo a duas variaveis

independentes mantendo o valor fixo de duas outras varidveis no ponto central.
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Figura 5.3. Superficie de Resposta para DPPH. A: Variaveis: x1 (tempo) e x2
(amplitude) e constante x3 (25 mL g-1) e x4 (50 °C). B: Variaveis: x1 (tempo) e
x3 (solvente/amostra) e constante x2 (55%) e x4 (50 °C). C: Variaveis: x1 (tempo)
e x4 (temperatura) e constante x3 (25 mL g*') e x2 (55%). D: Variaveis: x2
(amplitude) e x3 (solvente/amostra) e constante x1 (15 min) e x4 (50 °C). E:
Variaveis: x2 (amplitude) e x4 (temperatura) e constante x3 (25 mL g!) e x1 (15
min). F: x3 (solvente/amostra) e x4 (temperatura) e constante x1 (15 min) e x2

(55%).

Para a técnica de extracdo de maceracao os valores encontrados foram:
para TCF: 341,62 + 12,61 ug EAG mg*, DPPH: 1,66 + 0,08 13 ug Trolox mg, e
FRAP: 5,57 + 0,06 umol Fe?* mgt. Comparando com os maiores valores obtidos
pela extracdo por ultrassom de TCF e FRAP (experimentos 13 e 22) estes se
mostraram respectivamente, aproximadamente 13% e 35% maiores.

Na literatura alguns trabalhos também avaliaram o poder antioxidade de
extratos obtidos desta espécie. Baghshahi et al. (2014) no extrato etandlico de
botéo de cravos encontrou 5,9% e 13,1% de inibic&o dos radicais de DPPH, nas

concentragées de 0,1 e 0,5 ug mL?, respectivamente. Radiinz et al. (2019)
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encontrou um contetdo total de compostos fendlicos de 9,07 mg EAG g, no
Oleo de botdo de cravo por hidrodestilacéo. EI-Maati et al. (2016) obteve melhor
quantidade de compostos fendlicos para o extrato etandlico (230 mg EAG g),
com concentracéo de 1 mg mL * obtido de botdes de cravo. Resultados estes,
gue se mostraram inferiores, aos valores encontrados no presente estudo.
Baseado na Tabela 5.6 e Figura 5.4, o efeito mais significativo sobre TCF
foi razdo solvente/massa seguido pela temperatura, ambos com poder linear

negativo. Conforme na Figura 3, valores muito altos de razdo massa/solvente e
temperatura resultaram num baixo valor de TCF.
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Figura 5.4. Superficie de Resposta para TCF. A: Variaveis: x1 (tempo) e x2
(amplitude) e constante x3 (25 mL g-1) e x4 (50 °C). B: Variaveis: x1 (tempo) e
x3 (solvente/amostra) e constante x2 (55%) e x4 (50 °C). C: Variaveis: x1 (tempo)
e x4 (temperatura) e constante x3 (25 mL g?) e x2 (55%). D: Variaveis: x2
(amplitude) e x3 (solvente/amostra) e constante x1 (15 min) e x4 (50 °C). E:
Variaveis: x2 (amplitude) e x4 (temperatura) e constante x3 (25 mL gt) e x1 (15
min). F: x3 (solvente/amostra) e x4 (temperatura) e constante x1 (15 min) e x2

(55%).

Comportamento semelhante foi obtido por Andres et al. (2020), os quais
relataram que com o aumento da razédo solido/liquido houve uma diminuigdo nos
valores de TCF. Pompeu; Silva; Rogez (2009), observou que melhor
transferéncia de massa foi obtida em uma razéo sélido/liquido (1:2), no entanto,
para razGes maiores, ndo foi possivel a extracdo de TCF. Ainda, segundo

Palsikowski et al. (2020), os valores encontrados de TCF tiveram pequenos
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aumentos a medida que aumentava a relagéo entre massa/solvente. O aumento
da temperatura em processos de extracdo favorece a solubilidade dos
compostos e o0s coeficientes de difusdo do solvente, permitindo maior
rendimento. Porém, em temperaturas muito elevadas pode favorecer reagfes de
decomposicado dos polifendis, como oxidacdo, hidrolise, diminuindo assim a
capacidade antioxidante do extrato (AJILA et al., 2011). Dessa forma, o0 aumento
da temperatura indica que ha extracado de mais compostos além, dos compostos
com atividade antioxidante, uma vez que o rendimento aumenta com o aumento
da temperatura.

Como ilustrado na Figura 5.5, um notavel aumento sobre o valor de FRAP
pdde ser observado quando a maxima amplitude foi atingida, decorrente de
efeito significativo e positivo. Como ja relatado anteriormente, o poder do
ultrassom relativamente alto pode resultar na destruicdo das paredes celulares,

aumentando a taxa de extracdo. Comportamento semelhante foi encontrado por
Palsikowski et al. (2020).
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Figura 5.5. Superficie de Resposta para FRAP. A: Variaveis: x1 (tempo) e x2
(amplitude) e constante x3 (25 mL g-1) e x4 (50 °C). B: Variaveis: x1 (tempo) e
x3 (solvente/amostra) e constante x2 (55%) e x4 (50 °C). C: Variaveis: x1 (tempo)
e x4 (temperatura) e constante x3 (25 mL g*') e x2 (55%). D: Variaveis: x2
(amplitude) e x3 (solvente/amostra) e constante x1 (15 min) e x4 (50 °C). E:
Variaveis: x2 (amplitude) e x4 (temperatura) e constante x3 (25 mL g%) e x1 (15

min). F: x3 (solvente/amostra) e x4 (temperatura) e constante xi (15 min) e x2
(55%).
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A extracdo de compostos bioativos com poder antioxidante pelo método
assistido por ultrassom, permite condicdbes mais flexiveis que evitam a
degradacdo de compostos essenciais, além de que essa técnica fornece um
rendimento maior em menor tempo em comparagédo com o método convencional
testado (maceracao).

A atividade antioxidante dos extratos, pode estar relacionada com
presenca do composto eugenol, ou ainda, devido ao efeito sinérgico de outros
possiveis compostos que possam estar presentes, 0s quais atuam como
inibidores de radicais livres. Resultado semelhante foi relato por outros autores,
que a presenca de eugenol, permitiu poder antioxidante ao extrato
(MAHAPATRA; ROY, 2014; MASTELIC et al., 2008; OGATA et al., 2000).
Frohlich et al. (2019) confirmam o poder antioxidante do composto eugenol pelos
métodos de teor de compostos fendlicos e DPPH (aonde o padrdo de eugenol
obteve 64532 + 11,41 yg EAG mg?t; 27,18 * 1,32 pmolre2+ Mg,
respectivamente).

Portanto, em comparacdo com o método convencional de extracdo
(maceracdo), o processo de extracdo assistida por ultrassom se mostrou o
método mais eficiente de extracdo de antioxidantes dos extratos das folhas de
cravo, uma vez que, mesmo apresentando atividades antioxidantes semelhantes
a extracao por ultrassom permite a redugcao no tempo final de extracao.

Na Tabela 5.7 é apresentado os p-valores da analise de variancia
(ANOVA) dos resultados obtidos na matriz do desing do composto central para
as variaveis TCF, DPPH e FRAP. Ao analisar a determinacao dos coeficientes
(valores R?), verifica-se baixos valores de R? (variando de 0,4789 a 0,8758), logo,
indicam uma baixa confiabilidade dos modelos. Por esta razao foi apresentada
a tabela de Anova de forma completa somente para o rendimento de extrato, e

para as demais respostas foram apresentados somente os p-valores.
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Tabela 5.7. p-valores da andlise de variancia (ANOVA) dos resultados obtidos
na matriz do desing do composto central para as variaveis TCF, DPPH e FRAP.

TCF DPPH FRAP
Linear
X1 0,2645 0,9211 0,4021
X2 0,2727 0,9435 0,2510
X3 0,0319 0,9435 0,0960
Xa 0,0380 0,2907 0,8704
Interacbes
X1.X2 0,3582 0,9861 0,9155
X1.X3 0,2119 0,4711 0,3255
X1.Xa 0,1169 0,8763 0,0900
X2 X3 0,6104 0,5063 0,2901
X2 X4 0,0447 0,7708 0,2231
X3.X4 0,4815 0,8494 0,1001
Quadratica
X12 0,0799 0,3128 0,1941
X22 0,5053 0,4319 0,0107
X32 0,4257 0,8550 0,0666
X42 0,7628 0,7070 0,1519
Falta de Ajuste 0,0810 0,6586 0,0596
Erro Puro
Residuo
Modelo 0,6685 0,8967 0,8662
Total
R2 0,4789 0,3648 0,4478
R2 ajustado 0,0 0,0 0,0

1 Graus de Liberdade; x1 — tempo; x2- Amplitude; x3-Razao solvente/amostra; xs- Temperatura

5.2.3 Extracao por Liquido Pressurizado
5.2.3.1 Rendimento

Dentre os métodos de extracdo, o PLE tem se destacado devido ao uso
de pequenas quantidades de solvente (Santos et al., 2019). Neste estudo, a PLE
foi utilizada como uma técnica alternativa para obtencdo dos extratos de folhas
de cravo. O etanol foi selecionado como solvente (sesséo 5.2.1), uma vez que
em estudos (OSORIO-TOBON et al., 2013; KRZYCZKOWSKA e KOZLOWSKA,
2017; SUGIHARTINI et al., 2020) se mostrou mais favoravel com base no
rendimento quando comparado a outros solventes. Na Tabela 5.8 estédo
apresentados os dados de rendimentos, obtidos por PLE realizadas em
diferentes temperaturas (40, 50 e 60 °C).
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Tabela 5.8. Condi¢hes experimentais e rendimentos das extracdes obtidos por
PLE das folhas de cravo da india.

] . Rendimento
Método de extracdo T (°C) P2 (bar) T3(min) %)
0
40 3,69
PLE 50 100 20 541+0,11
60 6,54

! Temperatura de extracdo; 2 Presséo de extracdo; 2 Tempo de extracédo.

Observa-se na Tabela 5.8 que o incremento da temperatura (40 a 60 °C)
favoreceu o rendimento de extrato, aumentando de 3,69 para 6,54%. Esse
aumento positivo, se d4 em decorréncia que o aumento da temperatura diminui
a densidade e viscosidade do solvente. Em consequéncia, permite melhor
penetracdo na amostra e a reducdo da tensdo superficial solvente/matriz,
permitindo que os analitos se dissolvam mais rapidamente no solvente e
aumenta o coeficiente de difusdo (OSORIO-TOBON et al., 2013) provendo taxas
de extracdo mais rapidas ((MUSTAFA e TUNER, 2011). Além disso, 0 aumento
da temperatura pode interromper as fortes interacdes soluto-matriz causadas
pelas forcas de Van der Waals, ligacGes de hidrogénio e atracfes dipolares entre
as moléculas do soluto e sitios ativos da matriz (FREITAS et al., 2013; TRIPODO
et al., 2018).

O efeito positivo da temperatura se confirma por outros autores quando
realizado a extracdo etanodlica com liquido pressurizado de materiais vegetais
(Rudke et al., 2019), Mauritia flexuosa L., Eremanthus erythropappus (SANTOS
etal., 2019), Monteverdia aquifolia (ALVES et al., 2022), Cnidoscolus quercifolius
(SANTOS et al., 2020) e Momordica charantia (SYAHARIZA et al., 2016).

No extrato etandlico das folhas de cravo, obtidos pelo método
convencional de maceragao (Sessao 5.2.2), encontrou-se um rendimento de
4,56%, em 20 min e 60 °C. Rendimento menor quando comparado aos extratos
obtidos pelos extratos quando empregado por PLE (6,54%), submetido nas
mesmas condi¢cdes experimentais em 20 min e 60 °C. Na pesquisa de Fauzya et
al. (2019) e Aisha et al. (2012) estes, avaliaram extratos das folhas de cravo por
meétodo convencional Soxhlet e encontraram um rendimento de 12,9% (apés 72

horas com renovacdo do solvente etanol) e 12% com extracdo metandlica
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respectivamente. Tamalia et al. (2012), investigaram a composi¢ao fendlica e a
citotoxicidade contra células humanas de cancer de mama das folhas de oliveira
por diferentes técnicas de extracdo. Observou-se que o emprego de PLE com
etanol produziu maior rendimento (19,9%) para todas as variedades estudas. Ja
para método assistido por ultrassom os rendimentos foram significativamente
inferiores aos obtidos por PLE com etanol.

Contudo, as técnicas de extragcdo convencionais como maceragcao e
Soxhlet, possuem desvantagem como elevados tempo de extracdo para
alcancar o rendimento desejavel, além de grande demanda de solvente e
degradacéo térmica devido ao alto tempo no processo (WANG e WELLER, 2006;
KOTOVICZ et al., 2014). Embora PLE, maceracao e Soxhlet sédo procedimentos
diferentes, com vantagens e desvantagens, a comparacao € valido para auxiliar
na selecdo da extracdo de compostos de interesse. Além disso, vale ressaltar
gue a extracao por Soxhlet requer um tempo (horas) superior de extracdo em

comparacao com PLE (minutos).

5.2.3.2 Rendimento de eugenol

A concentracdo de eugenol extraidos das folhas de cravo por PLE a 40,

50 e 60 °C foram determinados e os resultados se encontram na Tabela 5.9.

Tabela 5.9. Resultado do teor e rendimento de eugenol dos extratos das folhas
de cravos extraidos por PLE com etanol.

Método de
extracio T(C) Eugenol (%)* (g eugeElcj)?lfg (f)élhas 1)
40 3,47 £ 0,02 1,28 £ 0,892
PLE 50 3,94 £ 0,09 2,10 £ 0,78°
60 4,03 £ 0,04 2,66 = 0,05°¢

! Temperatura; 2 gramas de eugenol por 100g de extrato.
Letras iguais na mesma coluna e para o mesmo metodo de extracdo indicam que n&do houve
diferenca significativa ao nivel de 5%.

A andlise de Tukey 5%, mostrou diferenca significativa na concentracéo
desse fenilpropandide quando analisados em diferentes temperaturas por PLE.

Conforme verificado no extrato obtido apartir da extragdo por maceracédo das

61



folhas de cravo com etanol em 20 minutos, a concentragéo de eugenol foi de
1,36 £+ 0.05 g eugenol por kg folhas (Sessdo 5.2.2.3). Concentracdo
aproximadamente 2 vezes menor ao maior valor encontrado no presente estudo
por PLE.

Na literatura encontra alguns trabalhos que relatam rendimentos de
eugenol obtidos dos botbes e das folhas de cravo por outros métodos de
extracdo. Yun et al. (2010), encontraram 0,0964g eugenol por kg de botdes
guando submetidos por Soxhlet (5 horas) com etanol. Ainda, no presente estudo,
guando avaliou-se extratos das folhas de cravo por ultrassom (etanol) (Sesséo
5.2.2.3) encontrou-se um rendimento de 2,29 g eugenol kg folhas para esse
fenilpropandide, quando extraido na condicdo de 70% amplitude, raz&o solvente
amostra de 30 g mL%, temperatura de 60 °C e 20 min. Rendimentos esses que
foram inferiores aos valores relatados em PLE no presente estudo, sendo assim,
0 processo de extracdo por PLE se mostrou favoravel para extracdo desse

composto a partir das folhas de cravo.

5.2.3.3 Teor de compostos fendlicos e atividade antioxidante (DPPH e FRAP)

O conteudo total de compostos fendlicos é expresso em pg de equivalente
de &cido galico (EAG) por mg de extrato e variou de 203,13 a 217,49 (Tabela
5.10). Os resultados obtidos sdo correlacionais com uma curva padrao de acido
gélico (R? = 0,9971).

Tabela 5.10. Valores de TPC, DPPH and FRAP dos extratos das folhas de cravo obtido
por PLE.

Método . T P T TCF DPPH FRAP
Experimento . 1 1 -1
extracdo ©C)t (bar)2 (min)® (Hg GAEmg?)  (umol Trolox mg?)  (HMOIlre2+ Mg?)
1 40 203,13 £ 2,782 1,31+0,122 4,86 + 0,532
PLE 2 50 100 20 197,10 £ 2,582 1,37 + 0,04 ab 5,08 £ 0,152
3 60 217,49 + 4,25P 1,60 + 0,01P 6,20 £ 0,19

! Temperatura de extracdo; 2 Pressdo de extracéo; 3 Tempo de extracao.
Letras iguais na mesma coluna e para o mesmo metodo de extracdo indicam que nao houve
diferenca significativa ao nivel de 5%.
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O maior teor de compostos fenodlicos totais foi detectado na maior
temperatura de extracéo (60 °C). O efeito favoravel da temperatura sobre TPC é
provavelmente devido ao aumento da solubilidade com o aumento da
temperatura, devido a maior agitagdo molecular do solvente (RUDKE et al.,
2019).

A influéncia positiva da temperatura de extracdo nos valores de TPC foi
também detectado em outros trabalhos que aplicaram PLE: nas partes aéreas
de Dracocephalum kotschy (KAMALIA et al., 2016), na raiz de Scutellaria
pinnatifida (GOLMAKANI et al., 2014), nas folhas de ch& verde (BERMEJO et
al., 2015), em extratos de casca de jabuticaba (SANTOS et al., 2012).

O TPC encontrado para os extratos obtidos por PLE (119 a 142,55 ug
GAE mg extrato) foram inferiores dos extratos obtidos por ultrassom (285,47 *
5,75 a 387,86 + 11,20 ug GAE mg~ 1) e aos extratos obtidos pelo método de
maceracgdo (TPC 341,62 + 12,61 yg GAE mg™ 1) (Sessédo 5.2.2.4), ambos os
métodos com solvente etanol. A Myrtaceae representa uma familia de plantas
com varias espécies com importantes virtudes medicinais. Ranghoo-
Sanmukhiya et al. (2019), analisaram a bioquimica e filogenética de quatro
espécies de Syzygium aromaticum. Em estudo, os autores encontraram valores
de TPC de 4,29 + 0,31 a 8,18 + 0,39 mg GAE g nos extratos metandlicos,
valores que foram menores ao encontrados no presente estudo. Este
comportamento deve-se a diferenca no método de extracdo e na matéria-prima.

Conforme resultados descritos na Tabela 5.10, todas as amostras
apresentam capacidade antioxidante. Os valores variaram de 1,31 a 1,60 pumol
Trolox mg* para DPPH e de 4,89 a 6,20 umolre2+ mg, quando analisados pelo
método FRAP. Em ambos os métodos empregados, apresentaram diferenca
significativa (p < 0,05) apenas quando submetido na maior temperatura
experimental, a 60 °C.

Os resultados obtidos da capacidade antioxidante, sugerem uma relacéo
com concentracdo de compostos fenodlicos, uma vez, 0os maiores valores
encontrados para DPPH e FRAP, 1,60 + 0,01 pmol Trolox mg?te 6,20 + 0,19
umol Fe?* mg™ respectivamente, foram determinados nos extratos com maior
TPC, extraidos a 60 °C. Ajila et al. (2011), afirma que o emprego da variavel

temperatura nos processos de extracdo contribui para solubilidade dos
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compostos e com coeficiente de difusdo do solvente, promovendo rendimentos
maiores de compostos.

Frohlich et al. (2019) encontram um alto teor de compostos fendlicos
(645,32 ug GAE mg™) e elevada capacidade antioxidante quando testadas pelos
métodos DPPH ICso (129,69 ug mL™?) e FRAP (27,18 ymol Fe?* mg™) para o
eugenol puro. Diante disso, sugere-se que a capacidade antioxidante dos
extratos obtidos no presente estudo, esta relacionado com a concentracao deste
composto, uma vez que, nos extratos com maior concentragdo de eugenol (a
60°C) também apresentou maior capacidade antioxidante e concentracdo de

compostos fendlicos.

5.2.4 Extracdo com CO2 Supercritico
5.2.4.1 Rendimento

Neste estudo, foram investigados os efeitos da pressao e temperatura do
CO:2 na extragéo das folhas de cravo por SFE e, os resultados dos rendimentos
total de extrato e os valores de solubilidade aparente, determinados a partir da

parte inical da curva de extracdo, sdo mostrados na Tabela 5.11.

Tabela 5.11. Condigbes experimentais e rendimentos obtidos pela extragao com
COz2 supercritico.

Densida Solubilidade

Metodo de _ Pressdo Temperatura Rendimento
. Experimento de CO2 aparente
extracao (bar) (°C) (%)?
(g/cm3P g extrato/ g CO>
1 200 40 0,81 0,8398 0,0012
Extracdo
2 200 60 0,70 0,7237 0,0009
com Fluido
N 3 250 50 1,23+0,09 0,8342 0,0014
Supercritico
4 300 40 1,33 0,9099 0,0018
(SFE)
5 300 60 1,94 0,8297 0,0026

aValor médio + desvio padrao de trés repeti¢oes.
b NIST — National Institute of Standards and Technology.

Nota-se que o0 rendimento aumentou com o aumento da pressao
(experimentos 1-4 e 2-5), mostrando um efeito positivo e significativo no

rendimento a nivel de 5% de significancia. Isso, ocorre por que a densidade do
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fluido supercritico aumenta com 0 aumento da presséo de extragdo. Esse efeito
é reforcado quando se analisam os experimentos realizados a 200 bar
(experimentos 1 e 2), nos quais, um aumento de 20 °C na temperatura de
extragdo, com consequente reducao da densidade do solvente, resultou em uma
reducado do rendimento final, rendimento de 0,81% a 0,70%.

No entanto, a densidade do fluido supercritico e a pressédo de vapor do
soluto determinam o rendimento de massa final do processo de extracéo
(BRUNNER, 1994); sendo o méximo rendimento (1,94%) obtido na maior
presséo e temperatura experimentais realizadas (300 bar/60 °C, experimento 5).
Este fendbmeno foi verificado em experimentos realizados na pressdo maxima de
300 bar (experimentos 4 e 5). O aumento na temperatura de extracdo de 20 °C,
embora a densidade diminuiu de 0,9099 para 0,8297 g cm3, o rendimento
aumentou de 1,33 para 1,94%. Assim, o efeito da densidade, predominou da
solubilidade do soluto (e no rendimento final) na pressdo mais baixa de 200 bar,
enguanto na pressao mais alta o aumento da pressao de vapor com o aumento
da temperatura foii mais significativo.

O elevado rendimento obtido pela extracdo supercritica é devido a facil
liberacdo de soluto da matriz do vegetal em menor tempo de extracdo. Percebe-
se que aumentando a temperatura de extracdo, em um alta pressao
(experimento 4 e 5) aumenta a volatilidade do soluto e sua solubilidade (0,0018
para 0,0026 g extrato/ g COz), possibilitando maior eficiéncia de extracao (LEILA
et al., 2022). A influéncia da presséo, tem um efeito positivo no rendimento dos
extratos de folha de cravo, de modo que o rendimento atinge seu maximo em
altas pressodes. Conforme pode verificar nos experimentos 1 e 5 0 aumento das
pressbes no processo SFE (40 a 60 °C), manifesta-se, um aumento na
solubilidade aparente do soluto em CO:2 supercritico (de 0,0012 para 0,0026 g
extrato/ g CO2), uma vez que melhora a forca conducéo e consequentemente
aumenta a taxa de extracao (JIJRARATTANARANGSRI; MUANGRAT, 2022).

Resultado semelhante é encontrado por Oliveira et al. (2016) o qual,
analisou os rendimentos de extrato de cravo comercial, obtido pela extragdo com
COz2 supercritico, onde, a presséao foi um fator positivo. Frohlich et al. (2019) teve
comportamento semelhante nas varidveis aplicadas pelo mesmo método de
extracdo (SFE) das folhas de cravo. Neste caso, foi investigado uma faixa de

presséo de 150 a 220 bar, sendo que, o rendimento encontrado variou entre 0,74
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a 1,08%. Rendimentos, que se mostrou 2 vezes menores aos obtidos no
presente estudo. Sendo assim, a extracdo supercritica das folhas de cravo em
pressdes elevadas (acima de 200 bar) se mostra vantajosa para o rendimento
global do extrato.

Ademais, nota-se que quando as extracdes foram submetidas a uma
vazao massica de solvente maior do que a utilizada por Frohlich et al. (2019), o
rendimento da extracdo aumentou. Frohlich et al. (2019), realizaram a extracao
com COz2 supercritico a uma vazédo massica de 2 g mLt, com rendimento maximo
obtido de 1,08% em 220 bar. O presente estudo ao aplicar uma vazao de 5 g mL"
1 e 300 bar, encontrou um rendimento aproximadamente 2 vezes maior. Fato
este, justifica-se, pois, 0 aumento na vazdo massica, aumenta a velocidade do
solvente, que consequentemente diminui a espessura do filme externo em torno
das particulas, o qual, € uma resisténcia a transferéncia de massa e, pelo
aumento do gradiente de concentracao entre o sdlido e o solvente, uma vez que,
ha uma maior quantidade de solvente percorrendo o extrator por intervalo de
tempo, permite um aumento na quantidade de extrato no fim do processo
(SPRICIGO et al., 2001).

As curvas cinéticas experimentais de extracao do extrato de folha de cravo
com CO:2 supercritico em diferentes condi¢cdes de temperatura e pressao sédo

apresentadas na Figura 5.6.
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Figura 5.6. Curva cinética experimental dos extratos das folhas de cravo obtidos
pela extracéo supercritica com CO2: B (200 bar, 40 °C); X (200 bar, 60 °C); A
(250 bar, 50 °C); ¥ (300 bar, 40 °C); @ (300 bar, 60 °C).

Em geral, foram observados os trés estagios caracteristicos das curvas
de SFE. A conveccao é o mecanismo de transferéncia de massa envolvido na
obtencéo do extrato de facil acesso, enquanto a difusdo ocorre intraparticula na
extracdo do soluto de células intactas (SANTOS et al., 2020). As curvas foram
inicialmente constituidas pelo periodo de taxa de extracdo constante (CER), no
qual o soluto de facil acesso é rapidamente extraido por transferéncia de massa
convectiva, depois pelo periodo de taxa de extracdo decrescente (FER), no qual
a conveccao e a difusdo sdo importantes mecanismos de transferéncia. O
terceiro estagio € a difusdo controlada (DC), pois apenas o soluto nas ceélulas

intactas esta disponivel para extragéo e, isso ocorre em baixa taxa de extracéo.

5.2.4.2 Rendimento de eugenol

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) foi empregada para

quantificacdo do composto eugenol nas amostras extraidas das folhas de cravo
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obtidas por SFE. Empregou-se uma curva de calibragdo com o padrédo do
composto e os resultados foram expressos em termos de rendimento de eugenol

(g de eugenol por kg de folhas), conforme descrito na Tabela 5.12.

Tabela 5.12. Compostos eugenol encontrado nos extratos de cravo da india
obtido por CO2 supercritico em diferentes condi¢cbes experimentais.

Solvente T (°C)2 P (bar)® Eugenol (%)° Eugenol
(g/ kg folhas)
40 200 35,44 +0.89* 2,87 £0,0722
60 200 40,33 £0,78¢ 2,82 + 0,054
CO2 50 250 27,67 £0,052 3,48 + 0,007°
40 300 49,01 £ 0,749 6,52 +0,098°
60 300 41,73 +£0,13° 8,06 + 0,025¢

a Temperatura de extracéo; P Pressdo de extragdo; ¢ gramas de eugenol por 100g
de extrato.

Mesma letra na mesma coluna e para 0 mesmo solvente nédo indica diferenga
significativa com nivel de confianca de 5%.

A maior concentracdo de eugenol nos extratos obtidos com CO:2
supercritico, 49,01 %, foi obtida na condicdo de maior pressdao e menor
temperatura do planejamento (300 bar e 40°C), embora, na condicdo de maior
temperatura (300 bar e 60 °C), pode-se verificar maior rendimento de eugenol,
8,06 + 0,025, g de eugenol para cada kg de folhas, condicdo que tambem
apresentou maior rendimento de extrato (1,94 %). J& em relacdo a menor
concentracdo de eugenol, 27,67 %, esta, foi encontrada no extrato obtido a 250
bar e 50 °C, porém, o menor remendimento de composto, foi observado, na
condicao de extracdo de menor presséao e temperature planejamento (200 bar e
40 °C).

O extrato de folha de cravo contém varios compostos, como flavonoides,
triterpenoides, fendlicos e taninos (FAKER et al., 2022). Frohlich et al. (2019)
analisaram a composicdo quimica do extrato de folha de cravo obtido por
extracdo supercritica com CO2 a 185 bar e 50 °C. Os principais componentes
identificados foram eugenol (29,73%), chavicol (13,31%), n-pentacosano
(11,66%) e hexacosanal (11,37%). Os principais compostos encontrados em
extratos SFE de botdes de cravo por outros autores foram eugenol (55-57%), B-
cariofileno (7-15%), a-humuleno (1-2%) e eugenil acetato (12-22%) (GUAN et
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al.,, 2001; YANG et al., 2014; HATAMI et al.,, 2019). De acordo com outros
estudos sobre a extracdo supercritica de 6leo de botdes de cravo, a composicao
qualitativa dos extratos ndo mudou mesmo com variacoes na pressao e
temperatura de extracdo (GUAN et al., 2001; YAZDANI et al., 2005).

Eugenol € o principal composto do cravo, podendo ser encontrado nas
folhas e nos botdes. Frohlich et al. (2019), ao avaliar a extragdo supercritica das
folhas de cravo verificaram maior concentracao de eugenol (29,84%) em 220 bar
e 40 °C. Mesma condicdo que apresentou maior quantidade em rendimento de
eugenol (3,22 g eugenol kg folhas™). No presente estudo, a 300 bar, é possivel
obter 2,5 vezes maior o rendimento de eugenol das folhas de cravo (8,06 eugenol
kg folhas™). Dessa forma, nota-se que pressdes mais altas sdo mais favoraveis

para extracdo desse fenilpropandide.

5.2.4.3 Teor de compostos fendlicos e capacidade antioxidante (DPPH e FRAP)

A Tabela 5.13 mostra o teor de compostos fendlicos das folhas de cravo
apos extracao supercritica. O maior valor encontrado foi de 373,45 ug GAE mg-
L quando submetido a 250 bar e 50 °C. J4 o0 menor valor de 206,40 ug GAE mg
! foi obtido em 300 bar e 40 °C.

Tabela 5.13. Compostos fendlicos totais e atividade antioxidante (DPPH e FRAP) dos
extratos das folhas de cravo obtidos por CO2 supercritico.

Condicdes de TCF DPPH FRAP
Experimentos Extracéo (ug GAE mg?) (umol Trolox mg?)  (umol Fe** mg?)
CO; Supercritico
1 200 bare 40°C 224,44 + 4,072 2,53+0,012 10,88 + 0,482
2 200 bare 60°C 250,64 +12,32° 265 + 0,06 12,87 £0,15°
3 250 bare 50°C 373,45 + 14,514 3,05 £ 0,04° 17,77 + 0,03¢
4 300 bare 40°C 206,20 + 10,262 2,52 + 0,302 10,54 £ 0,412
5 300 bar e 60 °C 316,74 + 0,29¢ 3,02 +0,05° 17,79 £ 0,24¢

Letras iguais na mesma coluna e para 0 mesmo método de extracdo indicam que ndo houve
diferenca significativa ao nivel de 5%.

Para melhor confiabilidade dos dados é necessario mais do que um tipo
de ensaio da capacidade antioxidante, a fim de considerar os possiveis modos
acao de um antioxidante (PRIOR; CAO, 1999; HUANG; OU, 2005). Dessa forma,

69



a capacidade antioxidante dos extratos foi avaliada pelo método de sequestro
dos radicais livres DPPH e, pelo poder redutor do ferro (FRAP). Os valores
encontrados variaram de 2,52 a 3,05 pumol Trolox mg*e 10,54 a 17,79 pmol Fe?*
mg?, para DPPH e FRAP, respectivamente. Em ambos os métodos testados
nota-se que a maior atividade foi encontrada nas maiores temperaturas e
pressdo de extracdo, sendo 17,79 + 0,24 umol Fe?* mgte 3,05 + 0,04 umol
Trolox mg™. Condicdes estas que também apresentaram maior quantidade de
compostos fendlicos (Experimentos 3 e 5). Em geral, observa-se correlagbes
postivas entre atividade antioxidante e os compostos fenolicos (TAGLIAZUCCHI
et al., 2010; BURIN et al., 2014). E dificil atribuir a atividade atioxidante de
misturas naturais e complexas como a de extratos a um determinado
constituinte, no entanto, acredita-se que a atividade desses extratos esta
relacionada com a presenca de uma alta concentracdo (42%) de eugenol
(FROHLICH et al., 2022). Além disso, esse fenilpropandide, atua como quelante
de ion ferrico, resultando na prevencdo de formacédo dos radicais hidroxila,
apresentando forte acdo antioxidante (CHAIEB et al., 2007).

Dentre os resultados, pode-se observar que em temperaturas de extragao
mais alta aumentou a extracdo de compostos fenodlicos. Frohlich et al. (2019)
encontraram uma variacdo de TPC no extrato das folhas de cravo obtido por CO:2
supercritico de 193,77 a 324,37 a ug GAE mg, quando submetidos a pressoes
de 150 a 220 bar e temperaturas de 40 a 60 °C, valores que se mostraram
inferiores em comparacdo ao estudo atual quando realizado em pressfes
superiores. Outro fator positivo do presente estudo, quando submetido sob
pressdes maiores (superior a 200 bar), foi em relacdo a capacidade antioxidante,
onde para o método FRAP, apresentou uma concentracdo de 1,5 vezes maior
em relacdo a melhor condicdo experimental, em comparacdo com o estudo
mencionado anteriormente (FROHLICH et al., 2019).

5.3 Comparacgéo entre as técnicas de CO2 supercritico, PLE e UAE.

A Figura 5.7 resume os melhores resultados obtidos com cada um dos
métodos empregados (extracdo supercritica, com liquido pressurizado e
assistida por ultrassom). Nas condi¢cOes testadas neste trabalho, a fracdo mais

rica em eugenol, foi obtida pelo método de extracdo com CO2 supercritico em
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300 bar e 60 °C, com rendimento total de 1,94%, obteve-se 41,73% de eugenol

e rendimento de eugenol de 8,06 g eugenol por kg folhas.

B PLE W SFE m UAE 17,79
11,95 6,2 6,98
16 392 179 |
8,1 = L
s DPPH (mmol Trolox mg?")  FRAP (mmol Fe* mg")
2,94
1,94 ~164 339,63
316,74
Rendimento (%) Eugenol (g/ kg folhas) 217,49

TCF (mg GAE mg)

Figura 5.7. Comparacao entre a atividade antioxidante (DPPH e FRAP), Teor de
compostos fendlicos (TCF) e rendimento total e de eugenol dos extratos das
folhas de cravo da india obtidos por CO:2 supercritico (SFE) (300 bar, 60 °C, 80
min), liquido pressurizado (PLE) com etanol (60 °C, 20 min) e assistida por
ultrassom (UAE) (20 min, 70 %, 30 mL g 1, 60 °C).

Nos processos por liquido pressurizado e UAE a 60 °C, foram obtidos
extratos com maior rendimento total (6,54% e 11,95%) e, um rendimento de
eugenol de 2,64 e 2,94 g eugenol por kg folhas, respectivamente. Os extratos
obtidos por PLE apresentaram menor poder antioxidante quando comparado
com o extrato obtido por SFE e UAE para ambos os métodos testados. Além
disso, apresentaram menor concentracdo de compostos fendlicos. Neste
trabalho, dentre as trés técnicas aplicadas, evidenciou que uma condi¢ao
importante para se obter um extrato com maior rendimento total e, extraidos com
alto rendimento de eugenol das folhas de cravo, € quando o processo de

extracdo € submetido 60 °C.
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Em geral, pode-se confirmar que as técnicas de extracdo e condicbes de
operacdo estudas no presente estudo, influenciaram substancialmente a
composicdo dos extratos. Uma vez que, o composto de interesse, eugenol, foi
encontrado em maior concentracdo nos extratos obtidos por CO2 supercritico.
No entanto, embora os extratos de PLE e UAE tenham exibido menores
concentracbes do fenilpropandide nos resultados globais, em termos de
rendimento de eugenol, capacidade antioxidantes e compostos fendlicos totais,
os resultados foram bastante satisfatorios.

SFE, PLE e UAE mostraram-se alternativas viaveis como formas
vantajosas e sustentaveis de agregar valor as folhas de cravo da india,
geralmente ndo utilizadas comercialmente. PLE e UAE se mostraram uma
técnica de extracdo adequada para fins de rendimento das folhas de cravo, pois
requer menos tempo de extracdo comparados aos exigidos para o0 processo de
SFE, além de menor quantidade de solvente comparado aos métodos
convencionais. Para fins antioxidantes e rendimento de eugenol o SFE destacou-
se por apresentar valores superiores aos outros métodos realizados.

Portanto, este estudo revelou que os métodos por SFE com pressodes
superiores a 200 bar e as técnicas por PLE e UAE com solvente etanol
apresentaram uma abordagem viavel para a obtencédo de extratos de folha de
cravo (Syzygium aromaticum) com elevado teor de rendimento, rendimento de

eugenol e capacidade antioxidante favoravel.
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6 CONCLUSOES

Diante dos resultados encontrados no presente estudo, verificou-se que
as folhas de cravo da india (Syzygium Aromaticum) podem ser consideradas
favoraveis para obtencdo de extratos com alto teor de compostos fendlicos,
atividade antioxidante, além de, elevado rendimento de eugenol.

O processo de extragdo etandlica assistida por ultrassom se mostrou
eficiente na obtencdo de extratos das folhas de cravo, com rendimentos de até
11,95%, correspondendo a uma eficiéncia de aproximadamente 61% em relacao
ao método convencional de maceracdo. A andlise estatistica mostrou que as
variaveis: tempo, temperatura e a razdo solvente/amostra tiveram efeitos
positivos no rendimento.

A amplitude apresentou efeito mais significativo na extracdo de
compostos com poder antioxidante, em decorréncia do aumento da cavitacao e
efeitos mecénicos. No entanto, os valores de TCF, DPPH e FRAP, diminuiram
em elevadas temperaturas, indicando que nessas condi¢des, houve a extracéo
de outros compostos sem poder antioxidante.

O comparativo dentre as técnicas de extracdo por maceragdo e com
solvente assistida por ultrassom revelaram que ambos os métodos obtiveram
extratos com capacidade antioxidante. No entanto, as atividades antioxidantes
das folhas de cravo nos extratos utilizando UAE foram maiores em comparagao
aos obtidos por maceracao.

Deve-se ressaltar que a UAE se mostrou um método de extragao eficiente
quando comparado ao método de maceracdo, a qual permitiu um maior
rendimento e possibilidade de obter maior rendimento de eugenol, aléem de que
essa técnica de extracdo apresenta vantagens tais como menor tempo de
extracao, alto rendimento e prevencao da degradacgao do extrato.

Nas extracbes com CO:2 supercritico e com liquido pressurizado, 0s
resultados para ambas as técnicas se mostraram satisfatérios para o rendimento
de extrato e eugenol. No método por PLE empregado com solvente etanol,
verificou-se um efeito positivo da temperatura para o rendimento dos extratos,
porém, a maior concentracao de eugenol, foi obtido nos extratos obtidos por SFE
(49%).
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Ambas as técnicas estudas, mostraram vantagem de reduzir o tempo de
extracdo e consumo de solventes em relacdo a meéetodos convencionais de
extracdo. Usando PLE, o maior rendimento ao final de 20 min foi de 6,54%,
correspondendo a um rendimento de eugenol de 2,66 g eugenol por kg folhas.
Ja pela SFE, em 80 min, o rendimento foi de 1,94%, no entanto, com 8,06 g
eugenol por kg folhas. Contudo, a SFE se mostrou vantajosa quando submetida
em pressdes mais elevadas.

Em relagéo as técnicas empregadas, ressalva-se a relevancia em se obter
um produto com elevada pureza no composto majoritario eugenol junto a um alto
rendimento total. Diante disso, pelos resultados obtidos, a extracdo supercritica
a 60 °C foi a mais favoravel para a extracdo das folhas de cravo da india, uma
vez que essa técnica ndo necessita de uma etapa de purificacdo posterior a
extracdo para eliminagdo do solvente. Além disso, de acordo com os resultados,
para o rendimento de extracdo, a alta temperatura foi determinante para

aumentar essa resposta em todos os processos empregados.
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